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Apresentação da Série 





No Brasil, de acordo com dados do MEC, tem-se observado um aumento exponencial de 
cursos de graduação em Farmácia, visto que no ano de 1996 havia apenas 88 cursos e em 
2015 chegamos ao total de 528 cursos em atividade, constatando-se, assim, um aumento de 
600%. Ainda segundo esses dados, a maior concentração desses cursos situa-se na Região 
Sudeste (45%), particularmente no Estado de São Paulo. Isso reflete uma comunidade com 
mais de 100.000 farmacêuticos, além dos mais de 90.000 estudantes matriculados em cursos 
de Farmácia. 


Considerando o exposto e, ainda, as constantes mudanças na formação acadêmica do 
profissional de Farmácia desde a aprovação das Diretrizes Curriculares Nacionais, no ano de 
2002, julgamos importante a idealização e a elaboração da Coleção Farmácia, que constitui 
uma obra atualizada e com finalidade didática direcionada aos estudantes, professores e 
profissionais da área. 


A Coleção Farmácia contará com livros elaborados por colaboradores renomados, abran- 
gendo as diversas áreas das Ciências Farmacêuticas. As diversas temáticas abordam desde 
a área de atuação do profissional farmacêutico e a legislação pertinente, passando pela bio- 
química, fisiopatologia, farmacologia clínica, toxicologia, produtos naturais, química medici- 
nal, tecnologia farmacêutica, controle de qualidade até a atenção farmacêutica, por exemplo. 

Trata-se de um trabalho criterioso que buscou reunir diversos profissionais e educadores 
com grande vivência, visando oferecer aos estudantes um importante instrumento para con- 
sulta e pesquisa, aos professores um valioso recurso pedagógico e aos profissionais farma- 
cêuticos a oportunidade de atualização. 

Os objetivos que nortearam os editores da coleção foram os de proporcionar ao leitor uma 
literatura de qualidade e adequada aos fins didáticos e profissionais, na tentativa de criar um 
material atualizado e em consonância com os novos rumos da profissão farmacêutica. 


Flavio da Silva Emery 
Juliana Maldonado Marchetti 


Apresentação do Volume 





O Controle de Qualidade é responsável pela verificação da qualidade de cada lote em 
todas as etapas da produção a fim de garantir a eficácia, a segurança e a qualidade de 
um produto para o uso pretendido. Entretanto, para que essa qualidade seja garantida é 
necessário seguir parâmetros com a finalidade de executar o processo em conformidade utili- 
zando critérios objetivos para avaliação do produto, que, no nosso caso, é um medicamento. 
A obtenção de um medicamento eficaz e seguro exige o conhecimento das propriedades 
físicas e físico-químicas do fármaco, dos adjuvantes e também do processo de produção 
atendendo às exigências relacionadas às boas práticas de fabricação. Entretanto, a verifica- 
ção da conformidade das especificações deve ser vista como um requisito necessário para a 
garantia da qualidade, segurança e eficácia do produto e não somente como uma exigência 
regulatória. Um profissional apto a atuar no setor de controle de qualidade de medicamentos 
deve ter uma formação multidisciplinar, com um sólido conhecimento em química analítica, 
análise orgânica, microbiologia, estatística e farmacotécnica. Além disso, esse profissional 
deve sempre estar atento às modificações na legislação acerca do controle de qualidade de 
medicamentos. Portanto, sobre essa premissa, este volume foi planejado e organizado. Os 
capítulos que compõem este volume foram redigidos por profissionais de diferentes áreas do 
conhecimento visando trazer ao leitor uma abordagem ampla e objetiva sobre o controle de 
qualidade de medicamentos. 


Por fim, gostaríamos de dizer que, como todos os trabalhos desta ordem, infelizmente, 
surgirão erros cometidos involuntariamente pelos editores e seus colaboradores. Por isso, já 
antecipamos nossos agradecimentos aos leitores que nos enviarem críticas e sugestões para 
futuros aperfeiçoamentos e correções. 


Anderson Rodrigo Moraes de Oliveira 
Cristiane Masetto de Gaitani 
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Prefácio 





Este volume foi escrito pensando em abordar os principais temas que são envolvidos no 
controle de qualidade de medicamentos. Inicialmente, é abordada uma evolução dos aspectos 
regulatórios acerca desse tema no Brasil. Posteriormente, são apresentadas, de maneira clara 
e objetiva, as principais técnicas analíticas utilizadas no controle de qualidade. Além disso, 
com o aumento da comercialização de medicamentos enantiomericamente puros, tivemos o 
cuidado de destinar um capítulo específico que aborda esse tópico. Mais adiante, é discutido, 
com mais profundidade, o controle de qualidade das diferentes formas farmacêuticas, bem 
como o controle de qualidade da água, matéria-prima, embalagens e também o emprego 
da biologia molecular nessa área. Por fim, são apresentadas informações relevantes e atuais 
sobre o controle de qualidade de biofármacos, fitoterápicos e medicamentos homeopáticos. 


Anderson Rodrigo Moraes de Oliveira 
Cristiane Masetto de Gaitani 
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OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo o leitor encontrará, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre as prin- 
cipais normativas relacionadas ao controle de qualidade de medicamentos e cosméticos. 
Dessa forma, os leitores serão capazes de atuar em diferentes segmentos, pautando suas 
ações não apenas pelo conhecimento técnico-científico, mas também pela obediência à le- 
gislação vigente. 


INTRODUÇÃO 


Controle de qualidade é legalmente definido como sendo o “conjunto de operações 
com o objetivo de avaliar a conformidade de matérias-primas, materiais de embalagem e 
do produto acabado, com as especificações estabelecidas”. Por outro lado, garantia de 
qualidade é definida como sendo um “esforço organizado e documentado dentro de uma 
empresa no sentido de assegurar as características de um produto (...)”. A evolução dos 
conceitos de controle e de garantia de qualidade, assim como de sua normatização, está 
historicamente ligada às ações da agência norte-americana de regulação de alimentos e 
medicamentos, a Food and Drug Admnistration (FDA). Dessa forma, as iniciativas norte- 
americanas de regulamentação, as ações internacionais voltadas à harmonização e, espe- 
cialmente, a legislação brasileira relacionada ao controle de qualidade serão discutidos nas 
seções subsequentes. 





EVOLUÇÃO DA LEGISLAÇÃO DE CONTROLE 
E GARANTIA DE QUALIDADE NO MUNDO 


No início do século XX, as péssimas condições sanitárias na comercialização de alimentos 
e medicamentos nos Estados Unidos levaram à promulgação da Pure Food and Drug Act, 
que regulamentou a rotulagem de alimentos e medicamentos, além de proibir a adulteração 
de produtos em território norte-americano. Essa mesma lei criou uma das primeiras agências 
regulatórias de caráter público, atualmente conhecida como FDA. Mesmo assim, na década 
de 1930, a adição de solvente tóxico em um lote de elixir de sulfanilamina causou a morte de 
107 pessoas. Esse fato levou à promulgação da Food, Drug and Cosmetic Act de 1938 que, 
pela primeira vez, exigiu que a segurança dos produtos fosse avaliada antes de sua comer- 
cialização. Similarmente, na década de 1940, a contaminação de comprimidos de sulfatiazol 
ocasionou a morte de cerca de 300 pessoas, fazendo a FDA rever as exigências de produção 
e controle de qualidade de medicamentos. Essa revisão foi considerada como sendo o em- 
brião das normas de Boas Práticas de Fabricação (BPF). 


As BPF de medicamentos foram efetivamente elaboradas em 1967 e sofreram modifica- 
ções em 1975, pela Organização Mundial da Saúde (OMS). No mundo, as BPF se dividiram na 
versão americana e europeia. A versão brasileira das BPF foi construída a partir da tradução 
parcial da norma publicada pela OMS, que, por sua vez, utilizou como referência o documen- 
to elaborado pela Comissão Europeia intitulado Good Manufacturing Practice for Medical 
Products in the European Communities. 


Outros países do mundo observaram, durante as décadas de 1960 e 1970, uma explosão na 
regulamentação sobre a segurança, eficácia e qualidade dos produtos farmacêuticos. Nesse 
mesmo período, a indústria farmacêutica se internacionalizou com maior ímpeto e a necessida- 
de de harmonizar as normas do setor ficou mais evidente. A União Europeia realizou o primeiro 
esforço de harmonização e, em seguida, discussões conjuntas das autoridades regulatórias 
e representantes da indústria dos Estados Unidos, União Europeia e Japão levaram à criação 
da International Conference of Harmonization (ICH), no início da década de 1990. Os esforços 
de harmonização realizados têm sido considerados relevantes e, atualmente, atenção tem sido 
direcionada para disseminar as normas para países de outras regiões do globo. 


EVOLUÇÃO DA LEGISLAÇÃO DE CONTROLE 
E GARANTIA DE QUALIDADE NO BRASIL 


Apesar da qualidade dos produtos farmacêuticos ser alvo de preocupação desde o início 
do século XIX, a efetiva regulamentação do controle de qualidade de medicamentos no Brasil 
ocorreu após a reforma administrativa federal de 1967, que redefiniu as ações do Ministério 
da Saúde, tornando-o responsável pelo controle de fármacos, medicamentos e de alimentos, 
entre outras atribuições. 


A partir desse momento, foi realizada uma ampla revisão da legislação sanitária brasileira. 
Em 1978, foi publicada a Lei 5.991, que trata do comércio de drogas, medicamentos, insu- 
mos farmacêuticos e outros. Em 1976, foi publicada a Lei 6.360, chamada Lei da Vigilância 
Sanitária, que, assim como a 5.991, está em vigor e estabelece normas de vigilância sanitária 
para diferentes produtos, como os medicamentos e cosméticos. 


O Decreto 79.056, de 1976, estabeleceu uma nova estrutura para o Ministério da Saúde e 
criou a Secretaria Nacional de Vigilância Sanitária. Porém, em 1999, essa secretaria deixou de 
existir e criou-se a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), por meio da Lei 9.782, 
de 26 de janeiro de 1999. A ANVISA é caracterizada por sua independência administrativa 








e autonomia financeira. Por definição, sua finalidade institucional é “promover a proteção da 
saúde da população, por intermédio do controle sanitário da produção e da comercialização 
de produtos e serviços submetidos à Vigilância Sanitária, inclusive dos ambientes, dos pro- 
cessos, dos insumos e das tecnologias a elas relacionados, bem como o controle de portos, 
aeroportos e fronteiras”. 


Nos últimos anos, depois da criação da ANVISA e do crescente desenvolvimento tecno- 
lógico, a legislação especificamente voltada para a garantia e controle de qualidade de me- 
dicamentos tem sofrido constantes atualizações. Várias resoluções e guias da ANVISA foram 
criados e depois revogados. Assim, é de fundamental importância a verificação da legislação 
que se encontra em vigor. A ANVISA, como já mencionado anteriormente, é um órgão inde- 
pendente, e pode editar resoluções, que são documentos com poder de lei e que devem ser 
obedecidos, ao contrário dos guias, que são documentos que trazem recomendações, e que 
podem ou não ser seguidas, sendo abertos para diferentes interpretações. 


A legislação brasileira de controle de qualidade é constituída por leis, 
decretos, portarias, resoluções e guias. 


CONTROLE DE QUALIDADE NO SETOR MAGISTRAL 


A Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) 67 da ANVISA definiu preparação magistral 
como sendo “aquela preparada na farmácia, a partir de uma prescrição de profissional habi- 
litado, destinada a um paciente individualizado, e que estabeleça em detalhes sua compo- 
sição, forma farmacêutica, posologia e modo de usar”. Esse tipo de preparação é bastante 
popular devido ao seu caráter personalizado, que permite atender demandas específicas dos 
usuários. Por esse motivo, o número de farmácias com manipulação tem crescido em vários 
países do mundo, inclusive no Brasil. Segundo relatório do Conselho Federal de Farmácia, 
emitido em dezembro de 2009, existem no Brasil 7.164 farmácias com manipulação, as quais 
correspondem a aproximadamente 10% do total de farmácias e drogarias instaladas no país. 
Em 2015, esse número aumentou para 8.235 estabelecimentos. Ainda que o percentual frente 
a quantidade total de farmácias tenha permanecido próximo a 10%, a Associação Nacional 
de Farmacêuticos Magistrais, ANFARMAG, reporta que 73% destes estabelecimentos manti- 
veram ou aumentaram seu faturamento entre 2015 e 2016, reforçando a robustez do modelo 
de negócio, mesmo em cenários econômicos desfavoráveis. 


No entanto, a consolidação do setor está intrinsicamente ligada ao ganho de credibilidade 
das preparações magistrais junto à sociedade, no que diz respeito à constância de qualidade, a 
eficácia e a segurança dessas preparações. Apesar disso, a primeira regulamentação brasileira 
sobre o controle e garantia de qualidade das preparações magistrais foi publicada apenas no 
ano de 2000. Essa primeira normativa (RDC 33/2000, ANVISA) foi dividida em quatro anexos, 
estabelecendo as boas práticas de manipulação para preparações alopáticas estéreis, não 
estéreis, preparações homeopáticas e, por fim, um roteiro de inspeção para farmácia. A RDC 
33/2000 exigiu que a farmácia dispusesse de área ou local para a realização das atividades de 
controle de qualidade, com equipamentos e pessoal suficiente para tal. Além disso, o anexo | 
dessa resolução exigiu a realização de ensaios básicos para a verificação da qualidade das 
matérias-primas empregadas na manipulação, tais como solubilidade, pH, ponto de fusão e 
densidade. Por outro lado, exigências relacionadas à verificação da qualidade nos produtos 
finais não foram incluídas, assim como não foi regulamentado o processo de monitoramento 
magistral, ambos contemplados em resoluções posteriores que revogaram a RDC 33. 





No ano de 2003, a ANVISA publicou a RDC 354 que regulamentou a manipulação de 
produtos de baixo índice terapêutico, listados na própria resolução. Ao final do ano de 2006, a 
ANVISA revogou as resoluções 33/2000 e 354/2008, além de publicar a Resolução da Diretoria 
Colegiada nº 214. Mudanças consideráveis foram implementadas com a publicação dessa 
resolução. A RDC 214 introduziu o conceito de grupos de atividade, dividindo as atividades 
magistrais em seis classes: manipulação de preparações alopáticas não estéreis; alopáticas 
estéreis; manipulação de preparações contendo fármacos de baixo índice terapêutico; ma- 
nipulação de antibióticos, hormônios, citostáticos e substâncias sujeitas a controle especial; 
manipulação de preparações homeopáticas; manipulação de doses unitárias. 


A RDC 214/2006 manteve a exigência de verificação da qualidade das matérias-primas 
usadas na manipulação. A resolução exigiu que os ensaios fossem realizados pela própria 
farmácia, por fornecedores qualificados ou por laboratórios terceirizados, mediante contrato 
formal estabelecido entre as partes. A escolha dependia da complexidade da análise e/ou da 
existência de contrato ou processo de qualificação finalizado. 


Diferentemente do observado na RDC 33/2000, a resolução 214/2006 preconizou a veri- 
ficação da conformidade de todos os produtos finais manipulados, pela realização de testes 
simples, por exemplo a determinação do peso médio de formas sólidas, a determinação do 
pH de líquidos e a análise dos caracteres organolépticos de líquidos e sólidos. A execução 
de ensaios mais complexos, como a determinação da uniformidade de conteúdo e teor de 
princípio ativo em formas sólidas também foi exigida, no entanto, a execução de tais ensaios 
foi proposta dentro de um esquema de monitoramento do processo magistral. Mais especifi- 
camente, as farmácias foram obrigadas a realizar esses testes na forma de um rodízio perió- 
dico de fórmulas e manipuladores, utilizando sua própria estrutura laboratorial ou estrutura 
terceirizada devidamente certificada. 


No ano seguinte, a ANVISA revogou a RDC 214 e publicou resolução substituta, a RDC 67 
de 07 de outubro de 2007, vigente até os dias atuais. As exigências para o controle de quali- 
dade das matérias-primas usadas na manipulação permaneceram essencialmente as mesmas. 
Ensaios simples como a determinação da solubilidade, densidade, ponto de fusão, dentre outros 
foram exigidos, e os resultados dessas análises devem ser sempre confrontados com o laudo 
do fabricante/fornecedor. Ensaios farmacopéicos mais complexos podem ser realizados pelos 
fabricantes/fornecedores, desde que qualificados pela farmácia. A resolução prevê ainda a pos- 
sibilidade de terceirização das análises e os critérios para a celebração desse tipo de contrato. 


As normas relativas ao controle das preparações magistrais e ao monitoramento do pro- 
cesso magistral não sofreram alterações significativas com a publicação da RDC 67/2007, 
ainda que seja nítido o aumento de itens definidos como imprescindíveis no anexo que trata 
da auto-inspeção periódica. Os itens imprescindíveis são aqueles capazes de impactar de 
forma significativa a qualidade das preparações, e seu aumento denota o reconhecimento 
de um número maior de pontos críticos para qualidade, em relação ao texto legal anterior, 
criando critérios processuais mais rígidos. 


Segundo essa resolução, o monitoramento do processo magistral deve ser realizado pela 
análise de preparações selecionadas a cada três meses. No entanto, a RDC 87/2008, que 
alterou certos pontos da RDC 67, prevê a realização de análises bimensais das fórmulas ma- 
nipuladas selecionadas. A RDC 21/2009 que também alterou partes do texto da RDC 67/2007, 
no que se refere à infraestrutura para manipulação de antibióticos, hormônios e citostáticos, 
não alterou nenhum ponto referente ao controle de qualidade das preparações. 


Adicionalmente, o anexo | da RDC 67/2007 discorre sobre a possibilidade de manipulação 
de estoque mínimo e estipula os ensaios de controle que devem ser realizados lote a lote. 
Ensaios simples devem ser realizados pela farmácia e as determinações de teor, dissolução 
e pureza microbiológica podem ser terceirizadas mediante contrato formal. 





Tabela 1.1. 


Resolução da 








Diretoria Colegiada  Objetivo/ponto relevante Status atual 
33/2000 Exigências inéditas para o setor de controle de qualidade Revogada 
354/2003 Estabelecimento de normas específicas para a manipulação de Revogada 


produtos de baixo índice terapêutico 





214/2006 Estabelecimento do sistema de monitoramento do processo Revogada 
magistral. Definição dos grupos de atividades magistrais 





67/2007 Sem alterações significativas relacionadas ao controle de Vigente 
matérias-primas e monitoramento do processo magistral de 
preparações alopáticas não estéreis 








87/2008 Alterações pontuais no processo de monitoramento magistral, Vigente 
entre outras 

21/2009 Sem alterações significativas relacionadas ao controle e garantia Vigente 
da qualidade 


Outro ponto relevante nas legislações vigentes é o controle da qualidade da água utilizada 
no processo de manipulação de preparações alopáticas não estéreis. A RDC 67/2007 exige 
a avaliação físico-química e microbiológica da água potável e purificada, com periodicidade 
distinta e possibilidade de terceirização das análises. As principais normativas para manipu- 
lação, controle e garantia de qualidade no setor magistral estão apresentadas na Tabela 1.1. 


No final de 2011, a ANVISA publicou a RDC 67/2011, aprovando a segunda edição do 
Formulário Nacional da Farmacopeia Brasileira. O formulário, publicado em 2012, é destinado 
às farmácias de manipulação e contempla assuntos relacionados à qualidade das prepa- 
rações, como a determinação de peso em cápsulas obtidas pelo processo magistral, boas 
práticas de manipulação, considerações sobre a estabilidade de produtos magistrais, con- 
siderações para o preparo de bases galênicas, além de monografias de produtos magistrais 
e oficinais. Desta forma, alguns aspectos relacionados à qualidade citados na RDC 67/2007 
são abordados de maneira mais minuciosa, auxiliando no estabelecimento de parâmetros de 
qualidade pela própria farmácia. 

Atualmente, as resoluções vigentes (RDC 67/2007, RDC 87/2008 e RDC 21/2009) cumprem 
seu papel como instrumento de verificação e monitoramento da qualidade das preparações 
magistrais, e o fazem de forma diversa àquela que é característica de indústrias farmacêuti- 
cas, concebendo um monitoramento focado no processo produtivo, ao avaliar o impacto da 
sequência de tarefas que envolvem a produção magistral sobre a obtenção de um produto 
que esteja dentro de especificações pré-determinadas. 

Esse papel é de extrema importância, visto que a consolidação e eventual ampliação 
do setor magistral em território brasileiro dependem fortemente da credibilidade dos seus 
produtos junto à sociedade brasileira. 


O processo de monitoramento magistral é uma ferramenta importante 
para avaliar a aplicação das boas práticas de manipulação em farmácia. 





CONTROLE DE QUALIDADE NA INDUSTRIA FARMACEUTICA 


O desenvolvimento tecnológico voltado a produção de medicamentos e cosméticos exigiu 
que, ao longo do tempo, normas regulamentadoras fossem criadas e atualizadas, a fim de 
garantir a qualidade e segurança desses produtos. As primeiras leis relacionadas ao controle 
de qualidade de medicamentos industrializados foram publicadas, como mencionado ante- 
riormente, em 1973 e 1976. Desde então, surgiram algumas portarias, sendo que a portaria 
ne 802 de 08 de outubro de 1998, atualmente em vigor, instituiu o sistema de controle e 
fiscalização em toda a cadeia dos produtos farmacêuticos. As primeiras resoluções foram 
editadas a partir de 1999, com a criação da ANVISA. 


As resoluções RDC 134/2001 e 210/2003 estabeleceram normativas sobre a garantia e 
controle de qualidade de medicamentos, entretanto, as mesmas foram revogadas. A RDC 
17/2010, que atualmente está em vigor, atualizou as normas e regulamentos relacionados ao 
controle de qualidade e reformulou as BPF. A Tabela 1.2 apresenta as principais resoluções 
relacionadas à garantia e controle de qualidade na indústria farmacêutica brasileira. 





O controle de qualidade na indústria farmacêutica é parte integrante de inúmeras ações 
empregadas para o gerenciamento da qualidade na fabricação de medicamentos. O ge- 
renciamento da qualidade depende da existência de infraestrutura, procedimentos e docu- 
mentações adequadas. Desta forma, os conceitos de garantia da qualidade, BPF e controle 
de qualidade estão inter-relacionados e contemplados no gerenciamento da qualidade. A 


Tabela 1.2. 


Resolução da 
Diretoria Colegiada  Objetivo/ponto relevante Status atual 





134/2001 Determina a todos os estabelecimentos fabricantes de Revogada 
medicamentos, o cumprimento das diretrizes estabelecidas no 
Regulamento Técnico das Boas Práticas para a Fabricação de 
Medicamentos, conforme ao Anexo | da presente resolução 





210/2003 Determina a todos os estabelecimentos fabricantes de Revogada 
medicamentos o cumprimento das diretrizes estabelecidas no 
Regulamento Técnico das Boas Práticas para a Fabricação de 
Medicamentos, conforme Anexo 





66/2007 Dispõe sobre os critérios para concessão de certificação de Vigente 
Boas Práticas de Fabricação, fracionamento, distribuição e/ou 
armazenamento de medicamentos e insumos farmacêuticos 





48/2009 Dispõe sobre realização de alteração, inclusão, suspensão, Vigente 
reativação, e cancelamento pós-registro de medicamentos e dá 
outras providências 











63/2009 Dispõe sobre as Boas Práticas de Fabricação de Radiofármacos Vigente 
17/2010 Dispõe sobre Boas Práticas de Fabricação de Medicamentos Vigente 
29/2010 Dispõe sobre certificação de Boas Práticas de Fabricação para Vigente 


fabricantes internacionais de insumos farmacêuticos ativos 





21/2011 Dispõe sobre a garantia da qualidade de medicamentos Vigente 
importados e dá outras providências 








RDC 17/2010 é dividida em nove seções denominadas “Títulos”. O Titulo Il, de importância 
especial, trata do gerenciamento da qualidade na indústria de medicamentos. Este título está 
subdividido em 17 capítulos, que abordam questões sobre garantia da qualidade, BPF para 
medicamentos e boas práticas no controle de qualidade. A Figura 1.1 é um esquema repre- 
sentativo das subdivisões da RDC 17/2010, com ênfase nas divisões presentes do Título Il. 


O setor de controle de qualidade é responsável por diferentes atividades relacionadas 
à qualidade dos produtos, por exemplo a amostragem adequada, a execução de ensaios, 
preparo de documentação, realização de procedimentos de liberação do produto final, entre 
outras. Portanto, as atividades desse setor vão além das operações laboratoriais, envolvendo 
todas as decisões que possam estar relacionadas à qualidade do produto. 


É importante ressaltar que, apesar da publicação da RDC 17/2010, algumas diretrizes 
básicas se mantiveram idênticas às publicadas anteriormente. Como exemplo, pode-se citar 
a exigência de um setor exclusivo para controle de qualidade, bem como sua independência 
em relação ao setor de produção. Porém, a nova resolução é mais abrangente, trazendo mais 
requisitos para assegurar a qualidade dos medicamentos, tais como: implementação de con- 
trole de mudanças, realização de avaliações regulares da qualidade, e registro e investigação 
de qualquer desvio da qualidade que seja relatado. 











Título | Capítulos |: Objetivo 
Disposições gerais la lll 


Título II 
Gerenciamento da qualidade na 
industria de medicamentos: 
filosofia e elementos essenciais 


Título Ill Capitulos 
Produtos estéreis | laV 
l: Garantia da qualidade 
Titulo IV Capitulos Il: BPF para medicamentos 
Produtos biológicos | laV Ill: Sanitização e higiene 
IV: Qualificação e validação 
Título V Capítulos V: Reclamações 
Validação | la Xl VI: Recolhimento dos produtos 
VII: Contrato de produção e/ou análise 
F Título VI Capítulos VIII: Auto-inspeção 
Agua para uso farmacêutico la VII ie Pessoal 


X: Treinamento 


Il: Abrangência 
Ill: Definições 













Capitulos 
la XVII 





hs 
































do dada 


Título VII E 
Sistemas de informação XI: Higiene pessoal 
computadorizados XII: Instalações 
XIII: Equipamentos 
Título VIII Capítulos XIV: Materiais 
Boas práticas de fabricação de la XII XV: Documentação 


medicamentos fitoterápicos XVI: Boas práticas de produção 


XVII: Boas práticas de controle de qualidade 
Título IX 
Das disposições finais e transitórias 


GETTER Esquema representativo dos Títulos contidos na RDC 17/2010 e Capítulos relacionados 
com o controle de qualidade de medicamentos na indústria brasileira 

















Segundo a RDC 17/2010, as exigências básicas para o setor responsável pelo controle 
de qualidade são a existência de instalações adequadas e validação dos procedimentos de 
amostragem, análise e inspeção. A resolução em questão também considera as questões 
relacionadas ao monitoramento ambiental, com registro de processo por meio eletrônico. 


O Capítulo XVII do Título Il da RDC 17 (Boas Práticas de Controle de Qualidade) é dividido 
em seis seções, nas quais estão descritos os procedimentos básicos para a realização de 
análises de materiais diferentes, como matérias-primas, produtos intermediários, produtos 
acabados, embalagens, entre outros. 


A RDC 17 enfatiza que todos os procedimentos devem ser escritos e aprovados. As amos- 
tras devem ser representativas dos lotes, e sua análise deve evitar todo e qualquer tipo de 
contaminação ou mistura do material. Todos os lotes devem ter sua qualidade avaliada e 
amostras devem ser retidas para análises posteriores. As análises realizadas devem garantir 
que os produtos acabados tenham a composição quantitativa e qualitativa idêntica à descrita 
em seu registro, e que estejam acondicionados em recipientes adequados e rotulados. 


De forma similar, deve-se garantir que as matérias-primas e os materiais de embalagem 
sejam testados para verificar sua conformidade com as especificações. De acordo com a 
RDC 17, quando o produto não atende as especificações, o lote deve ser sumariamente 
reprovado, não se cogitando a viabilidade de reprocessamento, anteriormente aceita pela 
RDC 210/2008. 


O estudo de estabilidade dos produtos finais também é de responsabilidade do setor 
de controle de qualidade. Dessa forma, deve-se determinar o prazo de validade dos produ- 
tos, bem como estabelecer instruções sobre as condições de armazenamento dos mesmos. 
Quando necessário, deve-se realizar também estudos de estabilidade das matérias-primas, 
produtos intermediários e a granel. A estabilidade de um produto deve ser determinada antes 
da comercialização, após mudanças no processo de produção, equipamentos, materiais de 
embalagem e outras que possam influir na estabilidade do produto. 


Existem ainda normas específicas para controle de qualidade de produtos estéreis, bio- 
lógicos e fitoterápicos. A RDC 17 também traz Títulos que merecem atenção especial, como 
o Título VI, que trata da água para uso farmacêutico e o Título VII que trata de sistemas de 
informação computadorizados, que ganharam importância na indústria farmacêutica. 


CONTROLE DE QUALIDADE DE PRODUTOS COSMÉTICOS 


Segundo a FDA, cosméticos são “produtos que limpam, embelezam, promovem atrativi- 
dade ou modificam a aparência da pele ou cabelos, sem afetar drasticamente sua estrutura 
ou função”. O mercado mundial de cosméticos faturou, em 2005, cerca de 253 bilhões de 
dólares, sendo que os Estados Unidos detiveram cerca de 20% desse mercado e o Brasil, 
6%. Porém, quando as taxas de crescimento do setor são consideradas, o Brasil aparece em 
primeiro lugar, demonstrando o rápido crescimento da indústria cosmética brasileira. Esse 
crescimento impulsionou a maior elaboração e atualização das normas regulamentadoras 
para esse tipo de produto, a fim de garantir sua segurança e eficácia. 


A indústria cosmética cresceu principalmente depois dos anos de 1940 e 1950, quando 
as propagandas passaram a divulgar seus produtos. À medida que o consumo de cosmé- 
ticos cresceu, aumentaram também problemas relacionados à qualidade desses produtos. 
Estudos realizados pela FDA, na década de 1950, demonstraram que 25% dos cosméticos 
apresentavam contaminação por bactérias gram-negativas. A FDA estabeleceu então um 
comitê para estudar o controle de qualidade desses produtos e desenvolveu um guia técnico 
para as indústrias. Na década de 1970, foram estabelecidas medidas para criação de “salas 








limpas”. Esforços estão sendo mantidos até hoje no intuito de diminuir a contaminação dos 
produtos e aumentar sua segurança. Além da preocupação com a contaminação microbiana, 
existem atualmente outros aspectos a serem considerados, como a possibilidade de toxicida- 
de sistêmica, irritações e sensibilizações da pele e das mucosas. 


São inúmeras as legislações que normatizam os produtos cosméticos. A maioria das reso- 
luções e portarias estabelece quais componentes são permitidos nas preparações cosméti- 
cas e suas concentrações, bem como sua área de aplicação. A RDC 16/2011, e outras, como 
a RDC 39/2010 e a RDC 36/2009 são exemplos dessas normativas. Porém, as normativas 
relacionadas especificamente com o controle de qualidade dos produtos cosméticos estão 
contidas em algumas resoluções editadas para registro dos produtos, além dos guias de 
controle de qualidade, estabilidade e segurança dos cosméticos, publicados pela ANVISA. 


Os guias de controle de qualidade apresentam diretrizes importantes para a indústria cosmética, 
entretanto, apresentam caráter unicamente informativo. 


A RDC 211/2005 separou os produtos cosméticos que possuem um risco mínimo (Grau 1) 
daquelas preparações com risco em potencial (Grau 2). Entretanto, o controle de qualidade 
é realizado independente da sua classificação, tanto para as matérias-primas quanto para 
os produtos acabados. As diferenças entre os produtos classificados como Grau 1 e 2 estão 
relacionadas ao registro, sendo que os produtos Grau 1 podem ser comercializados após 
simples notificação eletrônica à ANVISA. As RDC 211/05 e 345/05 estabelecem normas para 
registro e notificação dos produtos Grau 1 e 2, respectivamente. Essas normativas estabe- 
lecem que as matérias-primas e os produtos cosméticos sejam avaliados quanto às suas 
características organolépticas, físico-químicas e microbiológicas. Além disso, dados de 
estabilidade, segurança e eficácia devem ser produzidos. As metodologias utilizadas para 
avaliar a segurança, a estabilidade e o controle de qualidade de produtos cosméticos são 
propostas pela ANVISA, no Guia para Avaliação de Segurança de Produtos Cosméticos, Guia 
de Estabilidade de Produtos Cosméticos e no Guia de Controle de Qualidade de Produtos 
Cosméticos, respectivamente. 


O Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos faz considerações gerais sobre esse 
tópico, fornecendo orientações sobre quando e como realizar os testes de estabilidade, como 
deve ser realizado o acondicionamento das amostras, entre outras medidas. O Guia sugere 
a utilização de testes de estabilidade acelerada e de prateleira para estabelecer e confirmar 
o prazo de validade dos produtos. Além disso, sugerem-se testes de compatibilidade da 
formulação com material de embalagem e testes para avaliar a estabilidade dos cosméticos 
durante o transporte e distribuição. Os produtos também devem ser avaliados quanto às 
características organolépticas, físico-químicas e microbiológicas, tais como: cor, odor, sabor, 
pH, densidade, granulometria, teor de ativo, contagem microbiana, entre outros. 


O Guia para Avaliação da Segurança de Produtos Cosméticos faz considerações gerais 
sobre a segurança desses produtos. Essa diretriz sugere a obediência às normas de Boas 
Práticas de Fabricação e Controle, além de sugerir uso de excipientes referenciados. Além 
disso, o texto leva em consideração o estabelecimento da segurança da preparação, a área, 
extensão e frequência de aplicação do cosmético, tempo do contato, público alvo, entre outros. 


O Guia para Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos, publicado como instrumento 
de orientação, foi dividido em duas partes. A primeira parte é uma abordagem geral sobre 
o controle de qualidade, ao passo que a segunda parte especifica os ensaios analíticos de 
identificação e doseamento de substâncias contidas nos produtos cosméticos. Dessa forma, 
esse documento orienta como deve ser realizada a amostragem dos produtos, o tratamento 





das amostras nos ensaios e determina especificamente como devem ser realizados os en- 
saios organolépticos e analiticos. Adicionalmente, o guia descreve sobre o destino dos des- 
cartes, registro dos testes e rastreabilidade das análises realizadas. A Tabela 1.3 apresenta 
os ensaios sugeridos para controle de qualidade de alguns produtos cosméticos. 


Quanto aos ensaios analíticos quantitativos e qualitativos, sugere a escolha das subs- 
tâncias a serem analisadas em função do seu risco sanitário e disponibilidade de métodos 
analíticos. Priorizou-se também as análises das substâncias com os teores determinados em 
legislações específicas, tais como as Listas de Substâncias de Uso Restrito, Conservantes, 
Filtros Ultravioleta etc. De acordo com tais critérios, o guia incluiu recomendações para o 
controle de substâncias como o ácido tioglicólico, geralmente encontrada em alisantes e de- 
pilatórios, a hidroquinona, encontrada em produtos clareadores da pele e tinturas de cabelos, 
entre outras. 


Além dos guias informativos criados pela ANVISA, a RDC 332/2005 implementou um 
sistema de cosmetovigilância, que tem por finalidade acompanhar a qualidade, segurança 
e eficácia dos produtos cosméticos mesmo depois de sua comercialização. Dessa forma, 
o usuário pode relatar problemas de qualidade ou efeitos indesejáveis, e a indústria, mais 
especificamente o setor de controle de qualidade, devem responder a todas as reclamações 
registradas. Dessa forma, essa RDC está indiretamente ligada ao controle de qualidade de 
produtos cosméticos. 


Em 2013, a ANVISA publicou a RDC 48 que aprovou o Regulamento Técnico de boas 
práticas de fabricação para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, alinhando 
a legislação brasileira à resolução GMC Mercosul nº 19/11 e revogando a Portaria nº 348/97. A 
nova RDC tornou as exigências para as empresas responsáveis pela fabricação, embalagem, 
armazenamento e/ou controle de cosméticos mais rigorosas. A legislação visa assegurar que 
as instalações, métodos, processos, sistemas e controles usados na fabricação de cosméti- 
cos sejam adequados e garantam a qualidade dos produtos. 


Com a implementação da RDC 48/2013, as empresas ligadas ao setor ficam obrigadas 
a cumprir determinadas tarefas como a validação dos processos de produção, validação de 
limpeza, validação de metodologia analítica, dos sistemas informatizados, dos sistemas e 
instalações de água, além de autoinspeções, estudos de estabilidade e revisão sistemática 
dos processos. A resolução prevê também o gerenciamento de reclamações, recolhimento 
de produtos no mercado e devolução. 














Tabela 1.3. 

Exemplos de produtos cosméticos Ensaios sugeridos 

Condicionador, creme rinse e mascara capilar Aspecto, cor, odor, pH, densidade, viscosidade, 
teor de ativo* 

Xampu e sabonete líquido, creme e gel Aspecto, cor, odor, pH, densidade, viscosidade, 
teor de ativo* 

Água de colônia, água perfumada, perfume e Aspecto, cor, odor, densidade, teor alcoólico 

extrato aromático 

Produtos para alisar e tingir o cabelo Aspecto, cor, odor, pH, viscosidade, teor de 
ativos* 


“Quando aplicável, conforme a característica do produto. 








Em relação ao controle de qualidade, a RDC estabelece a realização de ensaios de con- 
trole de matérias-primas, material de embalagem, granel e do produto acabado. As empresas 
devem manter a documentação da qualidade, elaborar e revisar especificações e metodolo- 
gias analíticas dos materiais, entre outros. Não há designação de ensaios mínimos a serem 
realizados, porém devem ser estabelecidos requisitos qualitativos e quantitativos com os 
respectivos limites de aceitação dos ensaios realizados. 
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Estudo de caso 


1. De acordo com as normas vigentes de Boas Práticas de Manipulação em Farmácia é 


necessário controlar a qualidade das matérias-primas empregadas no processo magistral, 
assim como é exigido o controle do próprio processo de manipulação. Descreva como 
você estabeleceria na prática o sistema de monitoramento do processo magistral e discor- 
ra sobre a importância desse sistema. 


Resposta: O monitoramento do processo magistral deve ser realizado pela seleção priori- 
tária de formulações cuja unidade posológica apresente princípio ativo em concentração 
igual ou inferior a 25 miligramas. Dentre essas formulações, o rodízio periódico deve con- 
templar especialmente fórmulas contendo princípios ativos em quantidades inferiores a 5 
miligramas. Tão importante quanto priorizar formulações, com base na dose do princípio 
ativo, é estabelecer um rodízio de manipuladores. Paralelamente à seleção de fórmulas e 
manipuladores e ao estabelecimento do cronograma de análises bimensais, como preco- 
nizado pela RDC 87/2008, é importante pensar na execução dos ensaios, seja por empre- 
sa terceirizada, seja dentro do próprio laboratório de controle de qualidade. A importância 
do monitoramento do processo magistral está na verificação da efetividade das normas 
de Boas Práticas de Manipulação, e, consequentemente, na verificação da qualidade das 
preparações magistrais. 
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OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo serão abordados os principais métodos estatísticos aplicados ao controle 
de qualidade de medicamentos. Os conceitos associados às diversas ferramentas estatísti- 
cas serão abordados objetivamente, mantendo o foco nas possibilidades (e limitações) de 
aplicação dentro de um processo de análise. Embora o estudo da estatística faça com que o 
uso de fórmulas seja inevitável, a ênfase no capítulo está na maneira como são usadas para 
resolver problemas e tomar decisões — e não o uso mecânico de fórmulas. O uso de planilhas 
eletrônicas é sugerido como auxílio à utilização das ferramentas estatísticas. Dentre os tópi- 
cos abordados, pretende-se iniciar com os conteúdos relativos à parte de erros (aleatórios, 
sistemáticos e grosseiros) associados às medidas quantitativas e os procedimentos recomen- 
dados para tratamento estatístico. Aqui são abordados os conceitos relativos à distribuição 
normal dos dados, a estatística descritiva e os testes de significância. Testes para outliers 
também são discutidos. Posteriormente, o processo de amostragem é abordado, passando 
ao tratamento de dados por técnicas estatísticas multivariadas, abrangendo métodos de 
classificação e calibração. Ao final do capítulo, o leitor terá condições de escolher o método 
estatístico mais adequado ao seu propósito e conhecer técnicas recentes de tratamento dos 
dados que permitem extrair uma maior quantidade de informação e melhorar a qualidade dos 
dados analíticos obtidos durante o controle de qualidade. 





INTRODUÇÃO 


De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), o Controle de 
Qualidade dentro de uma indústria farmacêutica “é responsável pelas atividades referentes 
à amostragem, às especificações e aos ensaios, bem como à organização, à documentação 
e aos procedimentos de liberação que garantam que os ensaios sejam executados e que os 





materiais e os produtos terminados não sejam aprovados até que a sua qualidade tenha sido 
julgada satisfatória... O Controle de Qualidade não deve resumir-se às operações laborato- 
riais, deve participar e ser envolvido em todas as decisões que possam estar relacionadas 
à qualidade do produto”. Nesse sentido, diversas medidas devem ser tomadas, envolvendo 
procedimentos adequados desde a compra das matérias-primas, passando pela produção e 
chegando até o produto final, incluindo o seu armazenamento e distribuição. Contudo, um dos 
procedimentos mais críticos relacionado ao controle de qualidade se encontra na utilização 
adequada dos métodos analíticos. Frequentemente, as decisões sobre a qualidade de um 
produto estão fundamentadas nos resultados obtidos por esses métodos analíticos, o que 
reforça sua importância. Dessa forma, para assegurar a qualidade dos resultados — e das 
decisões a serem tomadas — torna-se necessário o emprego de critérios que usualmente são 
baseados em métodos estatísticos. 


Os métodos estatísticos são necessários para evitar a subjetividade das análises, utilizan- 
do-se de operações matemáticas para coletar, organizar, apresentar, analisar e interpretar 
dados numéricos ou informações com o objetivo de tomar melhores decisões. Isso se deve ao 
fato de que as pessoas podem ser condescendentes com os dados, principalmente com os 
próprios, o que pode fazer com que estes dados sejam interpretados de maneira equivocada. 
Assim, o uso da estatística permite ao analista interpretar os resultados de uma forma isenta. 
Entretanto, vários métodos estatísticos estão disponíveis e sua correta utilização depende do 
conhecimento acerca do procedimento de análise empregado e suas respectivas etapas. 





ETAPAS DE UMA ANÁLISE 


No controle de qualidade, rotineiramente, diversas análises são realizadas e várias técni- 
cas analíticas podem ser empregadas, desde técnicas clássicas (p. ex., titulação, gravime- 
tria) até técnicas instrumentais (cromatografia líquida de alta eficiência - CLAE, cromatografia 
a gás, espectrofotometria, etc.). No entanto, essas técnicas envolvem, de maneira geral, uma 
sequência semelhante e que pode ser dividida conforme a Tabela 2.1. 


Tabela 2.1. 


Etapas analíticas Descrição 


1. Definição do problema Qual é a informação desejada? 























2. Escolha do método Dependente de diversos fatores, tais como custo, disponibilidade, 
tempo de análise e concentração do analito 

3. Amostragem Seleção de uma porção daquilo que se deseja analisar (p. ex., lote, 
batelada, etc.), que deve ser representativa 

4. Preparo da amostra Conversão da amostra em uma forma adequada ao método de análise ou 
armazenamento. Exemplo: secagem, moagem, diluição, extração, etc. 

5. Calibração Estabelecimento da relação entre a concentração do analito e a 
resposta analítica. Exemplo: curva analítica 

6. Medição Obtenção de dados analíticos a partir de medidas na amostra 
preparada previamente 

7. Avaliação dos dados Organização, apresentação e interpretação dos resultados obtidos nas 
medidas 

8. Ação Uso do resultado analítico para se tomar decisão com respeito ao 


problema original 
Adaptada de Krug FJ e Rocha FRP. 








Primeiramente, é preciso definir o problema e conhecer a informação que se deseja, por 
exemplo determinar a concentração média do fármaco em comprimidos de um lote (etapa 1). 
Para tanto, diferentes técnicas analíticas podem ser utilizadas, tais como titulação, espectro- 
fotometria ou cromatografia líquida. Contudo, a escolha deve levar em consideração diversos 
fatores para obter a informação desejada, tais como disponibilidade do equipamento, custo, 
geração de resíduos, etc. (etapa 2). Feita a escolha da técnica analítica, deve-se partir para 
a coleta da amostra que pode ser feita de maneira diferente de acordo com a informação 
que se deseja (etapa 3). Se o objetivo for avaliar a variação da concentração do fármaco no 
lote inteiro, todos os comprimidos daquele lote devem ter a mesma probabilidade de serem 
amostrados, e amostras que representem o lote inteiro devem ser tomadas. Já se o objetivo 
for avaliar uma eventual falha do equipamento durante o início da produção, somente compri- 
midos produzidos nessa etapa devem ser amostrados. 


Para análise destes comprimidos, primeiramente, deve-se pulverizá-los e dissolvê-los 
em solvente adequado (etapa 4). A solução resultante pode ser então avaliada pelo método 
analítico escolhido (etapa 6). Se um instrumento for utilizado para medida, o equipamento 
deve estar previamente calibrado com soluções do analito de concentração conhecida, ou 
se titulação for empregada, o titulante deve ser previamente padronizado frente a um padrão 
primário (etapa 5). Feita a determinação, os dados precisam ser organizados e uma avaliação 
deve ser feita para verificar se houve algum erro no procedimento (etapa 7). Se a avaliação 
do lote for válida, a informação sobre o problema pode ser obtida e a devida ação deve ser 
tomada, por exemplo a aceitação ou rejeição do mesmo (etapa 8). 


Cabe ressaltar que em uma análise, frequentemente, diferentes tipos de estatística poderão 
ser utilizados, tendo em vista as mais diversas aplicações dentro do controle de qualidade. 
Contudo, pode-se dizer que, de maneira geral, métodos estatísticos específicos são emprega- 
dos para avaliação das etapas 3 (amostragem), 5 (calibração, p. ex., verificação da linearidade) 
e 7 (avaliação dos dados, p. ex., testes para outliers, testes de significância). Neste capítulo, se- 
rão enfatizados os métodos relativos às etapas 3 e 7. Maiores informações sobre a avaliação da 
etapa 5 serão fornecidas no Capítulo 8 (Validação Analítica aplicada ao Controle de Qualidade). 


AMOSTRAGEM 


Uma amostragem adequada constitui uma etapa importante em uma análise, uma vez 
que, no controle de qualidade, frequentemente são utilizadas amostras para fazer inferências 
sobre uma determinada população. O propósito da amostragem é fornecer dados represen- 
tativos para a estimativa das propriedades da população (Fig. 2.1). Em outras palavras, se 
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tomarmos um lote de medicamento como exemplo, seria o mesmo que coletar alguns compri- 
midos (amostras) para verificarmos a qualidade do lote inteiro (população). 


Contudo, o processo de obtenção de uma amostra representativa é uma etapa crítica e 
pode ser efetuada de diversas maneiras. Em geral, a amostragem randômica (aleatória) é 
considerada a mais apropriada para seleção de amostras. 


No processo mais simples de amostragem randômica, cada unidade da população (com- 
primido) tem a mesma chance de ser selecionada. Entretanto, algumas vezes esse método 
de seleção não se mostra adequado, pois não pode assegurar representatividade igual entre 
fatores (p. ex., variação de tempo, local, equipamento) que podem influenciar de maneira cri- 
tica as propriedades da população. Por exemplo, se uma solução é envasada em frascos de 
50 mL empregando quatro envasadoras diferentes, pode ser importante selecionar amostras 
randômicas de frascos envasados por todas as envasadoras, o que pode não acontecer se 
uma amostragem randômica simples for utilizada. Assim, uma amostragem randômica estrati- 
ficada pode ser utilizada neste caso, na qual um número igual de frascos envasados por cada 
uma das envasadoras pode ser selecionado aleatoriamente. Dessa forma, pode-se perceber 
que a melhor estratégia de amostragem dependerá, sobremaneira, do conhecimento sobre 
os processos de fabricação e análise. Para a seleção das amostras de forma aleatória, uma 
tabela de números aleatórios pode ser utilizada. No Microsoft Excel®, a função “ALEATÓRIO” 
ou “ALEATÓRIOENTRE” pode ser empregada para tanto. 


Em geral, a terminologia empregada no processo de amostragem pode confundir o ana- 
lista, pois o termo “amostra” é bastante genérico e pode apresentar diferentes significados: 


e Amostra bruta: porção que representa toda a população. Pode ser coletada em um 
único local ou ser uma amostra composta, resultante da mistura de várias amostras 
coletadas em diferentes locais dentro da população de interesse. 


e Amostra laboratorial: amostra preparada no laboratório de análise a partir da amos- 
tra bruta. Etapas para redução do tamanho (p. ex., quarteamento), homogeneização 
(p. ex., moagem) ou preparo (p. ex., secagem) da amostra, podem ser empregadas 
nesse processo. 


e Amostra para análise: material pesado ou selecionado para análise a partir da amos- 
tra laboratorial. Essa alíquota pode ser analisada diretamente ou passar por um pré- 
tratamento adicional (p. ex., extração, dissolução, etc.). 


Cabe ressaltar que, se a amostra para análise não for representativa ou apropriada, não 
será possível relacionar o resultado analítico com o material original, independentemente da 
qualidade do método e de todos os cuidados para a determinação do analito. Dessa forma, 
mesmo se um procedimento analítico for devidamente validado e utilizado com todo o cuida- 
do, o problema só será resolvido se as amostras forem representativas ou apropriadas. 


Várias fórmulas estatísticas podem ser empregadas no cálculo do tamanho da amostra 
bruta (n), as quais levam em consideração os níveis ou intervalos de segurança e o tama- 
nho da população (N). Contudo, antes de abordar as fórmulas estatísticas, deve-se levar 
em consideração as características da amostra e do analito em questão. Em geral, amostras 
líquidas são mais homogêneas que amostras sólidas e os procedimentos de amostragem e 
as quantidades envolvidas podem variar significativamente. Já com relação aos analitos, um 
fator determinante no erro aleatório associado à análise se encontra na sua concentração. 
Quanto menor for a concentração do analito, maior será a variação dos resultados. 


No controle de qualidade de medicamentos, as diretrizes estabelecidas pelos órgãos re- 
guladores, tais como a Farmacopeia Brasileira/ANVISA, devem ser consideradas. Por exem- 
plo, na Farmacopeia Brasileira, critérios específicos para amostragem são estabelecidos para 








os métodos de análise de drogas vegetais, os quais levam em consideração três aspectos: 
(a) número de embalagens que contêm a droga; (b) grau de divisão da droga e (c) quanti- 
dade de droga disponível. Nos casos em que não consta nenhuma recomendação sobre a 
amostragem, o uso de fórmulas estatísticas deve ser considerado. Entre as fórmulas mais 
simples para o cálculo de n, estãon=VN en=VN +1. 


Outra maneira para calcular o número de amostras se baseia no intervalo de confiança (IC) 
que se deseja utilizar para descrever o valor médio e o desvio padrão do método. Se o desvio 
padrão da amostragem (o,) for conhecido por experiência prévia, podemos usar os valores 
de z (descritos em tabelas estatísticas) 


IC para u=X+ ZO, 





n 
Contudo, usualmente, uma estimativa de o, pode ser utilizada. Assim, tabelas contendo 
valores de t devem ser empregadas. 


Sa. bas 
IC para u= X +21" 


O último termo dessa equação representa a incerteza absoluta que podemos tolerar a 
um nível de confiança específico. Se dividirmos esse termo pelo valor médio, X, podemos 
calcular a incerteza relativa (o,) que é tolerada em um dado intervalo de confiança. 

ts, 
Xvn 


Se resolvermos essa equação para o número de amostras n, obtemos 





o, = 





ERROS EM UMA ANÁLISE 


Em uma análise química no laboratório, nunca saberemos a concentração real de um 
determinado analito, pois mesmo que tenhamos toda a população para ser analisada, tere- 
mos sempre o erro associado ao processo de medição. Entretanto, o termo “erro” pode ter 
significados diferentes. Quando o termo se refere às diferenças existentes entre um valor 
medido e o valor assumido como “verdadeiro” ou “conhecido”, o erro vai ser chamado de 
sistemático. Por outro lado, quando o termo denota a incerteza estimada e associada a uma 
medida, o erro será chamado de aleatório. 


Os erros sistemáticos ou determinados têm um valor definido e uma causa identificável, 
afetando a exatidão dos resultados. Já os erros aleatórios ou indeterminados não apresentam 
nem valor definido nem uma causa identificável, afetando a precisão dos resultados. Dessa 
forma, diferentes medidas podem ser tomadas para avaliar ou contornar cada tipo de erro, o 
que influencia diretamente o tratamento estatístico a ser utilizado em cada caso. Várias razões 
podem ser atribuídas à existência de erros sistemáticos no processo analítico, porém, esses 
erros podem ser classificados em três classes (Tabela 2.2). 


Praticamente todos os instrumentos de medida utilizados em uma análise podem repre- 
sentar uma fonte de erros, desde dispositivos simples, tais como pipetas, provetas e frascos 
volumétricos, até equipamentos eletrônicos. Por exemplo, no caso da vidraria volumétrica, 
algumas fontes de erro podem estar relacionadas à utilização em temperaturas diferentes 
daquelas nas quais foram calibradas, ou a presença de contaminantes na superfície interna 
dos frascos por conta de uma limpeza inadequada. Se um potenciômetro for utilizado para 
medidas de pH, erros podem estar associados para soluções demasiadamente ácidas (erro 
ácido), ou se não for considerada a temperatura durante o processo de medição. Esses erros 


Tabela 2.2. 











Tipo de erro 

sistematico Causas Exemplos Detecção/prevenção 

Instrumental Calibração falha ou Balança e vidraria sem Calibração, manutenção 
uso em condições calibração, flutuação da preventiva 
inadequadas rede elétrica 

Pessoal Falta de cuidado, Interpretação inadequada Treinamento do analista 
atenção ou em mudanças de cor, 
limitação pessoal posição de um ponteiro em 
do analista uma escala 

Metodológico Utilização de Reações lentas ou não Materiais de referência 
fenômenos seletivas, instabilidade do certificados, comparação com 
químicos ou físicos analito outros métodos analíticos, 
inadequados uso de brancos, variação de 


tamanho da amostra 


podem ser contornados se os dispositivos forem calibrados e utilizados nas condições ade- 
quadas. Em alguns casos, recomenda-se a manutenção preventiva entre as calibrações para 
minimizar ainda mais a incidência desse tipo de erro, uma vez que pode haver desgaste ou 
corrosão do equipamento. 


Os erros sistemáticos pessoais acontecem porque diversas medidas demandam julga- 
mentos pessoais, tais como a estimativa da posição de um ponteiro em uma escala, a cor 
de uma solução ou o nível de uma solução em uma escala graduada de uma proveta, por 
exemplo. Atualmente, os instrumentos de laboratório estão equipados com mostradores digi- 
tais, o que elimina o erro de interpretação da posição de ponteiros em uma escala. Entretanto, 
diversos procedimentos que envolvem comparação visual de cor são recomendados nos 
compêndios oficiais (p. ex., titulação, ensaios-limite, reações de identificação, etc.), o que 
pode levar a erros pessoais, em especial em ambientes de baixa luminosidade ou pessoas 
com problemas visuais, tais como os daltônicos. Com exceção nos casos em que o analista 
tenha problemas de acuidade visual, o treinamento constitui a principal ferramenta para mini- 
mizar a presença desses erros. 


Contudo, em uma análise química, os erros relativos ao método analítico são os mais 
difíceis de identificar e corrigir. Isso se deve ao comportamento químico ou físico não ideal de 
reagentes ou reações químicas nas quais uma análise está baseada, levando à introdução de 
erros sistemáticos metodológicos. Exemplos desses tipos de erros podem ser encontrados 
na seleção inadequada de um indicador em uma titulação ácido-base, reação de um produto 
de degradação de um fármaco com o titulante ou a absorção de luz por um excipiente em um 
doseamento por espectrofotometria. 


Como comentado, os erros sistemáticos metodológicos são mais difíceis de serem detec- 
tados. Porém, alguns procedimentos podem ser adotados para reconhecer um erro desse 
tipo. Talvez a melhor maneira seja a utilização de materiais de referência certificados (MRC), 
ou seja, materiais similares ao material que se deseja analisar com pureza conhecida do(s) 
analito(s). Os MRC são fornecidos, geralmente, pelos institutos nacionais de metrologia, tais 
como o Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial (Inmetro) e o 
National Institute of Standards and Technology (NIST, Estados Unidos), além de algumas 
farmacopeias. Esses materiais são elaborados de acordo com critérios estabelecidos que 





assegurem, além da informação sobre a pureza do analito, a homogeneidade e a estabili- 
dade do material. Contudo, a elaboração desses materiais é complexa e demanda grande 
quantidade de recursos e tempo, o que faz com que a oferta seja limitada. No caso em que 
não haja MRC disponível, outros materiais de referência não certificados podem ser utilizados. 
Nesses casos, sempre um teste estatístico deve ser empregado para verificar se há um erro 
sistemático. 


Alternativamente, uma análise independente pode ser utilizada, na qual um ou vários 
métodos analíticos diferentes podem ser utilizados em paralelo com aquele que está sendo 
avaliado. Considerando que os métodos diferem com relação ao preparo da amostra e ao 
processo de medição, a influência de algum composto da matriz da amostra dificilmente 
afetará os métodos empregados da mesma maneira. Aqui, novamente, um teste estatístico 
deve ser empregado. 


Outro procedimento recomendado em uma análise química é a utilização de “brancos” 
analíticos. Um branco contém todos os reagentes e solventes utilizados na determinação, mas 
sem o(s) analito(s), onde todas as etapas do procedimento analítico são reproduzidas. Os 
resultados obtidos para o branco devem ser aplicados na correção das medidas efetuadas 
com a amostra, pois podem mostrar erros, tais como contaminação com analito durante o pro- 
cesso oriundo dos reagentes, frascos ou da atmosfera onde o procedimento foi executado. 
Os brancos podem ser utilizados, também, para corrigir os volumes gastos em uma titulação 
em função do volume de titulante necessário para causar a mudança de cor de um indicador. 
Além da utilização do branco, a variação do tamanho de amostra pode ser empregada para 
revelar erros sistemáticos, uma vez que, caso haja interferência da matriz da amostra na 
determinação do analito, essa interferência não será proporcional em diferentes quantidades 
de amostra. 


Os erros aleatórios ou indeterminados são encontrados em todas as medidas e, ao con- 
trário dos erros sistemáticos, não podem ser totalmente eliminados, sendo provocados por 
muitas variáveis incontroláveis e inerentes à análise. A maioria das fontes de incertezas que 
compõem o erro aleatório não pode ser claramente identificada e, geralmente, é impossível 
medi-las, porque a maior parte delas é muito pequena e não pode ser detectada individual- 
mente. Contudo, o efeito cumulativo das incertezas individuais faz com que as replicatas das 
medidas flutuem aleatoriamente em torno da média do conjunto de dados. 


Para se ter ideia de como pequenas incertezas individuais afetam o erro aleatório, pode- 
mos considerar uma situação em que apenas quatro erros aleatórios se combinem para gerar 
um erro global. Se cada erro ou incerteza (U) tiver uma probabilidade igual de ocorrer e cada 
um possa aumentar ou diminuir o resultado da mesma maneira, várias combinações serão 
possíveis (Tabela 2.3). 


Observe que 16 combinações diferentes são possíveis, levando a cinco magnitudes do 
erro aleatório (-4U, -2U, OU, +2U e +4U). A combinação menos frequente é aquela em que 
todas as incertezas se combinam (-4U e +4U), enquanto a mais frequente ocorre quando duas 
incertezas se combinam negativamente e duas positivamente (OU). Esta razão de 1:4:6:4:1 é a 
medida da probabilidade de um desvio de cada magnitude que, quando em número suficien- 
temente alto de medidas, forma uma distribuição de frequência como aquela apresentada na 
Tabela 2.3. Essa curva com forma de sino, obtida quando um número muito grande de erros 
individuais é considerado, é chamada de curva gaussiana, ou curva normal de erro. 


Por último, cabe destacar que, na ausência de erros sistemáticos, quando for efetuada 
a determinação de um analito em determinada amostra, dificilmente conseguiremos obter 
exatamente o mesmo valor em várias replicatas, uma vez que a combinação das incertezas 
(erros aleatórios) provavelmente será diferente em cada uma delas. 


Tabela 2.3. 


Número de 
Combinações das Magnitude combinações Frequência 
incertezas da incerteza possíveis relativa Distribuição de frequência 
U1 —U2 -U3 -U4 AU 1 1/16 = 0,0625 
—U1 -U2 -U3 +U4 
UK U2 -U4 
I Ane 4 4/16 = 0,25 
—U1 +U2 -U3 -U4 











+U1 -U2 -U3 -U4 





+U1 +U2 -U3 +U4 
+U1 -U2 +U3 -U4 
+U1 +U2 -U3 -U4 
—U1 -U2 +U3 +U4 
—U1 +U2 -U3 +U4 
—U1 +U2 +U3 -U4 —U 0 +U 


OU 6 6/16 = 0,375 








+U1 +U2 +U3 -U4 
+U1 +U2 -U3 +U 
+U1 -U2 +U3 +U 
-U1 +U2 +U3 +U 





+2U 4 4/16 = 0,25 

















+U1 +U2 +U3+U4 +4U 1 1/16 = 0,0625 
Adaptada de Skoog DA, Holler FJ e West DM. 


ESTATISTICA DESCRITIVA 


A partir da experiência envolvendo um grande numero de determinações, pode-se dizer 
que a distribuição de replicatas de dados da maioria dos experimentos analíticos quanti- 
tativos baseados em medidas físicas ou químicas se aproxima da curva normal. Porém, o 
mesmo pode não ser observado em experimentos que envolvam sistemas biológicos, tais 
como as análises microbiológicas. Dessa forma, a escolha dos métodos estatísticos parte de 
um pressuposto: se os dados seguem uma distribuição normal ou não. Neste capítulo, são 
enfatizados os tratamentos estatísticos paramétricos, baseados na distribuição normal dos 
dados, que são encontrados majoritariamente na rotina do controle de qualidade em farmácia. 


A estatística descritiva, como o próprio nome indica, é utilizada para descrever os dados, 
expressando uma medida de tendência central e outra de dispersão dos mesmos (Fig. 2.2). 


Um número para representar a todos — as medidas de tendência central 


A média é o parâmetro mais empregado para avaliação da tendência central de um con- 
junto de dados. A média aritmética pode ser definida como a soma dos valores observados 
dividida pelo número de observações (n), conforme a equação X = 3 x/n. Os símbolos X eu 
são utilizados para representar as médias da amostra e população, respectivamente. Já a me- 
diana é o valor que, uma vez ordenados todos os resultados, deixa igual número de resultados 
de cada lado. Quando o número de observações for par, deve-se utilizar a média aritmética 
dos dois valores centrais. Por último, podemos ter a moda, que é o valor mais frequente. 
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Medidas de dispersão 


GTZ Alguns parâmetros abordados na estatística descritiva. 


Considerando os dados a seguir para o peso (mg) de 10 comprimidos de um mesmo 
blister, calcule a média, a mediana e a moda: 


202 208 200 205 199 200 207 200 203 207 


Média: n = 10, =x = 2031 => Èx = 2031/10 = 203,1 mg 
Mediana: 199, 200, 200, 200, 202, 203, 205, 207, 207, 208 = (202+203)/2 = 202,5 mg 
Moda: 200 mg 


Como pode ser observado, o resultado foi diferente para as medidas de tendência central 
avaliadas, demonstrando que essas medidas trazem informações diferentes. Assim, é preciso 
saber quando cada uma deve ser empregada. O uso da média aritmética é recomendado 
quando a distribuição dos dados segue uma distribuição normal (ou gaussiana), sendo o 
parâmetro mais utilizado para avaliar uma medida de tendência central. Contudo, se tivermos 
um conjunto de dados no qual um valor extremo estiver presente, esse valor pode deslocar 
a média em sua direção. Nesses casos e, também naqueles em que os dados não seguem 
uma distribuição normal, recomenda-se o uso da mediana. A moda tem pouco uso prático no 
controle de qualidade em farmácia. 


Um número para mostrar a variabilidade dos dados — as medidas de dispersão 


As medidas de dispersão são utilizadas para demonstrar a distribuição dos dados ao 
redor de uma medida de tendência central. Quanto mais próximos da média estes estiverem, 
mais homogêneo será o conjunto de dados e, assim, torna-se importante medir o quanto os 
valores se afastam da média. As medidas de dispersão mais empregadas são desvio-padrão, 
desvio-padrão relativo (DPR), variância, mínimo e máximo e amplitude. 


Tomando o exemplo anterior do peso dos comprimidos, podemos calcular cada um desses 
parâmetros. Para calcular a variância torna-se necessário conhecer o quanto cada resultado 
se afasta da média. Como esses resultados se afastam tanto para mais quanto para menos, 
serão obtidos resultados positivos e negativos (Tabela 2.4). A diferença encontrada entre 
cada comprimido e a média é elevada ao quadrado e os resultados obtidos são somados. 
Para se obter a variância é preciso dividir a soma dos quadrados obtida pelo número de 
comprimidos. Já o desvio-padrão pode ser obtido pela raiz quadrada da variância. 


Tabela 2.4. 
































Pc? (mg) Pc — Pme’ (mg) (Pc — Pme)? Variancia Desvio-padrao 
199 199-203,1=-4,1 (4,1)=16,8 Amostra Amostra 
200 200 - 203,1=-3,1  (-3,1} = Pe? caro ae X(x-X) 
200 200 - 203,1 = -3,1 (-3,1)? = 9,6 m=i m=i 
200 200 - 203,1 = -3,1 (-3,1)? = 9,6 

sº = 104,9/9 = 11,66 s=v11,66 = 3,41 
202 202-203,1=-1,1 (-1,1)? = 1,2 
203 203 - 203,1=-0,1 (-0,1)? = 0,0 População População 
205 205-203,1=19 (19)=36 me ta =e E(x-u) 
207 207 = 203/289 (992=152 AV w 
207 207 - 203,1 = 3,9 (Cro) = 115,2 

o? = 104,9/10 = 10,49 o = V10,49 = 3,24 
208 208 - 203,1 = 4,9 (49) = 24,0 
NN = 10 Soma = 104,9 


aPc = peso do comprimido; "Pme = peso médio dos comprimidos; °n = tamanho da amostra; 
diN = tamanho da população. 


Apesar do uso corrente do desvio-padrão no controle de qualidade, é importante ressaltar 
o que ele representa. Simplificadamente, pode-se dizer que o desvio-padrão é uma maneira 
de representar a dispersão dos dados ao redor de uma média. Se esses dados seguem 
uma distribuição normal, eles se distribuirão simetricamente ao redor da média, tanto para 
mais quanto para menos. Entretanto, um erro comum é achar que, ao somar e diminuir um 
desvio-padrão da média, tem-se todos os dados abrangidos nesse intervalo, o que não é 
verdade, pois teremos, de fato, 68,3% destes (Fig. 2.3). Se dois e três desvios-padrão forem 
considerados, teremos a fração de 95,5% e 99,7% dos dados, respectivamente. 


N E 





| 95,5% 
— 68,3% + 


u = média da população 
o = desvio-padrão da população 








GITEEEJ Média e fração da população incluída entre 1, 2 e 3 desvios-padrão. 





A expressão do desvio-padrão per se não fornece informação sobre a magnitude da dis- 
persão em torno da média, o que pode tornar difícil sua interpretação. Dessa forma, pode-se 
expressar a dispersão dos dados através do desvio-padrão relativo ou coeficiente de varia- 
ção, que representa o desvio-padrão como porcentagem da média: 


desvio-padrão 


DPR = x 100 


média 
No caso do peso dos comprimidos avaliado anteriormente, se considerarmos o desvio- 
padrão amostral (3,41 mg) e a média (203,10 mg), teríamos um DPR de 1,68%. 


Outras formas de expressão da dispersão dos dados podem ser empregadas, tais como 
o mínimo e o máximo que, como o nome já indica, representam os menores e os maiores 
valores encontrados para o conjunto de dados, respectivamente. Ainda, a amplitude ou in- 
tervalo pode ser utilizada como medida de dispersão e nada mais é do que a diferença entre 
os valores de máximo e de mínimo. Para o exemplo anterior, o valor mínimo seria 199 mg e o 
máximo 208 mg, enquanto a amplitude seria 9 mg. 


Erro padrão da média e intervalo de confiança de uma média 


No controle de qualidade, o valor verdadeiro da média não pode ser determinado, porque 
um número imenso de medidas seria necessário. Assim, como saber qual é o grau de certeza 
de que a média da amostra representa a média da população? A resposta depende, funda- 
mentalmente, do tamanho da amostra e da variabilidade dos dados. Médias baseadas em 
um grande número de medidas apresentam amplitude menor do que aquelas em pequeno 
número de medidas. O chamado erro-padrão da média (EPM) é um parâmetro que combina 
justamente a variabilidade da amostra e o seu tamanho e é dado pela equação: 


EPM =s/Nn 


No caso do exemplo anterior, o EPM seria 1,08 mg. Analisando a expressão do EPM, 
pode-se concluir que, quanto maior for o número de amostras, menor será o erro, o que é 
evidenciado na rotina do laboratório. 


Porém, existem cálculos estatísticos que combinam o tamanho da amostra e sua variabi- 
lidade para gerar um intervalo de confiança (IC) para a média da população, que é a faixa 
de valores entre os quais se espera que a média da população esteja contida com certa 
probabilidade. O IC pode ser calculado para quaisquer graus de confiança, mas um IC de 
95% p = 0,05 é o mais comumente usado. A fórmula para calcular o IC para um número 
pequeno de amostras é: 


IC=X+(t,, EPM) 


onde t(Student) é o valor da estatística “t” obtido em tabelas disponíveis em vários softwares 
e livros de estatística, com (n-1) graus de liberdade. Na maioria das vezes, o interesse se 
encontra na dispersão de dados e não no IC e, assim, o uso da média e do desvio-padrão 
é apropriado. Porém, em algumas situações, tais como naquelas em que se deseja calcular 
estatísticas populacionais a partir de amostras, o emprego do IC se justifica. No caso dos 
comprimidos, o valor de t para um nível de confiança de 95% e n = 10 é 2,26, o que gera um 
IC que vai de 200,7 a 205,5 mg. 





Habilitando as ferramentas estatisticas no Microsoft Excel® 


As medidas de tendência central e dispersão, bem como alguns testes de significância, podem ser 
calculadas por softwares específicos de estatística. Contudo, muitos destes softwares não são de 
fácil acesso ou uso, tornando o uso da estatística ainda mais difícil. Uma alternativa frequentemente 
empregada em laboratórios de controle de qualidade é a utilização de planilhas no Microsoft Excel”. 
Apesar de diversas funções poderem ser inseridas individualmente (p. ex., média, desvio-padrão, 
mínimo, maximo, etc.), o item “Ferramentas de Análise” pode ser habilitado, propiciando uma gama 
ainda maior de ferramentas para tratamento estatístico dos dados. Para tanto, clique em Arquivo 

e, em seguida, clique em Opções. Após, clique em Suplementos e Ir. Na caixa Suplementos 
Disponíveis, marque a caixa de seleção Ferramentas de Análise e clique em OK. Finalizado o 
processo, clique em Análise de Dados, no grupo Análise, na guia Dados e diversas opções serão 
apresentadas. 


TESTES DE SIGNIFICÂNCIA 


No controle de qualidade, frequentemente, é necessário julgar se as diferenças numéricas 
são um resultado de erros aleatórios inevitáveis de todas as medidas ou um resultado de 
erros sistemáticos e, para tanto, testes estatísticos devem usados para assegurar a qualidade 
desses julgamentos. Ao aplicar um teste de significância, deve ser cogitada a hipótese nula, 
a qual considera se as quantidades numéricas que estão sendo comparadas são, de fato, 
iguais. Se a hipótese nula for descartada, é demonstrado que as quantidades que foram 
comparadas podem ser diferentes. Vários testes de significância podem ser aplicados de- 
pendendo da necessidade, mas aqui serão abordados apenas aqueles considerados como 
mais comuns relacionados à estatística paramétrica (que assume uma distribuição normal 
dos dados). Os testes não paramétricos não serão mencionados e maiores informações po- 
dem ser encontradas nos livros dedicados ao estudo dos métodos estatísticos. 


Comparando uma média experimental com um valor conhecido 


No controle de qualidade, muitas vezes, um analista precisa comparar a média de um 
conjunto de dados obtido no laboratório com um valor conhecido (u), através da equação 


(X-u)vn 
S 

Como exemplo, podemos empregar o teor de um princípio ativo em um xarope. Se o 
teor declarado do princípio ativo for 50 mg mL" (u) e, após cinco determinações (n = 5) foi 
encontrada média e desvio-padrão de 51,2 mg mL (X) e 1,1 mg mL” (s), respectivamente, 
o valor de tserá de 2,44. Como esse valor é menor do que o valor de t tabelado de 2,78 (para 
um nivel de confiança de 95% e (n-1) graus de liberdade), a hipótese nula é verdadeira e 
não há evidências de que o medicamento esteja fora das especificações. Esse teste pode 


ser empregado, também, para comparação do valor experimental com aquele descrito em 
um MRC. 


Comparando duas médias experimentais 


Para comparação de dois conjuntos de dados experimentais, diferentes tipos de teste t 
podem ser aplicados: teste t para conjuntos de dados com variâncias equivalentes ou diferen- 
tes e amostras pareadas, que são descritos a seguir. 








Conjuntos de dados com variâncias equivalentes 


Esse tipo de teste pode ser empregado nos casos em que um método analítico novo ou al- 
ternativo for avaliado pela comparação com um segundo método (talvez de referência, como 
p. ex., método farmacopeico). Nesse caso, teremos duas médias X, e X,. Tomando a hipótese 
nula de que os métodos não diferem, torna-se necessário avaliar se a diferença entre X, e X, 
difere ou não estatisticamente de zero. Se as duas amostras apresentam variâncias que não 
diferem significativamente (verificado, p. ex., através de um teste F) a seguinte equação pode 
ser empregada: 


(4-4) 


LA 
sp 
Mm M £ -=1)s? +(n, -1)s; 


t= 





onde s pode ser estimado a partir de s, e s,, usando a equação s = , |= cm 2) 2 e tpossui 
n tn, = 


(n +n, -2) graus de liberdade. Se o valor de t encontrado for menor que o tabelado, não há 





diferença entre X, e X,. 


Conjuntos de dados com variâncias diferentes 


Quando as variâncias não forem equivalentes, a estatística t pode ser calculada por 


com grau de liberdade dado por 





graus de liberdade = 





Ce) 


Se o valor de t encontrado for menor que o tabelado não há diferença entre X, e X,. 


Amostras pareadas 


Na rotina de um laboratório, frequentemente, é necessário comparar dois métodos analí- 
ticos para uma determinada amostra contendo diferentes quantidades de analito, tais como 
a determinação de um princípio ativo em comprimidos. Como sempre haverá variação nos 
resultados dos métodos analíticos devido aos erros aleatórios, nesse caso fica difícil separar 
a variação oriunda do método da variação da concentração do analito entre os comprimidos 
e os dois efeitos podem ser “confundidos”. Nesses casos, o teste t pode ser aplicado de 
maneira diferente, onde a diferença entre cada par de resultados obtida por cada método (a) 
é calculada pela equação 


t=dVn/s, 


onde n é o numero de resultados pareados e d e s, são, respectivamente, a média e o desvio- 
padrão de d, a diferença entre cada par de resultados, com (n-1) graus de liberdade. Aqui, 
novamente, se o valor obtido for maior que o valor tabelado, a hipótese nula de que não há di- 
ferenças entre os dois métodos é descartada e os dois métodos são considerados diferentes. 
Ainda, o teste descrito não requer que a precisão dos dois métodos seja igual, mas assume 
que as diferenças d sigam uma distribuição normal. 





Comparando variancias 


Os testes de significância anteriormente descritos são empregados para comparação de 
médias e permitem identificar erros sistemáticos. Contudo, também é importante, muitas ve- 
zes, efetuar a comparação de variâncias que podem ser relacionadas diretamente aos erros 
aleatórios. O teste F considera a relação de variâncias de duas amostras, dada pela equação: 

mel 
So 

Onde os parâmetros devem ser colocados na equação de tal forma que perfaça um valor 
de F maior ou igual a um. O valor de F obtido deve ser comparado com o valor tabelado e, 
quando for superior, as variâncias poderão ser consideradas diferentes. Esse teste pode ser 
empregado, por exemplo, para comparação da precisão de dois métodos ou analistas. 


Comparando mais de duas médias 


Nas seções anteriores foram introduzidos métodos para comparação de duas médias ou 
uma média com um valor conhecido. Nesta seção, é abordada a comparação entre mais de 
duas médias, empregando métodos de múltiplas comparações contidos na categoria geral 
da análise de variância, conhecida pelo acrônimo ANOVA (Analysis of Variance). 


Quando dados de vários grupos são combinados, a variância apresenta dois componen- 
tes. Se os grupos têm médias diferentes, alguma variação provém das diferenças entre as 
médias dos grupos, e o restante das diferenças no interior de cada grupo. Os métodos da 
ANOVA usuais se baseiam na consideração de que nenhuma diferença existe entre os grupos 
(hipótese nula) e que os dados sigam uma distribuição gaussiana. Para os casos nos quais 
essa última consideração não é verdadeira, existem procedimentos de ANOVA que podem 
ser aplicados. 

Para efetuar a avaliação dos dados, o teste precisa determinar a variabilidade dentro de 


cada amostra, bem como a variabilidade que existe entre as médias das amostras. Dessa 
forma, uma estatística chamada F (Snedecor) é gerada, cuja fórmula é: 


F= variância da população estimada a partir das médias das amostras (entre grupos) 





variância da população estimada como média das variâncias das amostras (dentro do grupo) 


Quanto maior for a estatística F obtida, maior será a variação entre os grupos em relação à 
variação dentro dos mesmos. Dessa forma, haverá maior probabilidade de rejeitar a hipótese 
nula e aceitar a hipótese de que há diferença entre as médias. A interpretação se dá através 
da comparação do valor de F encontrado com aquele tabelado (com graus de liberdade 
adequados). 


Frequentemente, os testes para análise de variância são referidos como de fator único 
(one-way) ou fator duplo (two-way). Os termos fator único e fator duplo significam que os 
elementos foram categorizados de um único modo ou de dois modos, respectivamente. Como 
exemplo, pode-se tomar a avaliação de três fármacos para dor em humanos. Se não for feita 
distinção da ação do fármaco na resposta a dor entre homens e mulheres nos tratamentos, a 
análise de variância de fator único deve ser empregada; caso contrário, a análise de variância 
de fator duplo deve ser utilizada. 


Apesar de a ANOVA indicar que pelo menos uma das médias é diferente das demais, ne- 
nhuma informação é fornecida para indicar quais médias devem ser consideradas diferentes 
entre si. Nesses casos, um teste t, como descrito anteriormente, não poderia ser empregado, 
pois o nível de significância seria desvirtuado, uma vez que quanto maior for o número de 
comparações feitas, maior será a probabilidade de ocorrerem rejeições por mera casualidade. 








Nesses casos, testes de comparações múltiplas a posteriori podem ser empregados. Esses 
testes de comparação de média servem como um complemento para o estudo da análise de 
variância, sendo os mais empregados os testes de Tukey, Duncan, Scheffé e Dunnet. O teste 
de Tukey é um dos testes de comparação de média mais utilizados, por ser bastante rigoroso 
e de fácil aplicação. Se não houver certeza quanto à distribuição normal dos dados, testes 
análogos da ANOVA podem ser empregados, tais como Kruskal-Wallis e Friedman. 


Os testes de ANOVA podem ser aplicados empregando o Microsoft Excel”, mas para os 
demais testes, outros softwares específicos de tratamento estatístico devem ser empregados. 


TESTES PARA RESULTADOS ANÔMALOS OU OUTLIERS 


Em muitas situações no laboratório nos deparamos com resultados que parecem estar 
fora da faixa definida pelos erros aleatórios associada ao procedimento. Dessa forma, torna- 
se necessário estabelecer um critério para decidir se mantemos ou rejeitamos o dado com 
valor anômalo, evitando a tendência nos resultados. Embora não exista uma regra universal 
para definir a questão da rejeição de um resultado, o teste Q ou teste de Dixon é geralmente 
reconhecido como um método adequado, e pode ser aplicado de acordo com a equação: 


Q= valor suspeito — valor próximo] / (maior valor — menor valor) 


e deve ser empregado para um número de medidas entre 3 e 7. Para amostras maiores o 
teste é ligeiramente modificado. Antes da aplicação da equação, os resultados devem ser 
colocados em ordem crescente. 


O teste de Grubbs também é recomendado para resultados anômalos ou outliers que 
pode ser empregado através da equação: 


G= |valor suspeito — X| /s 
em que X (média) e s (desvio-padrão) devem ser calculados com o valor suspeito incluído. 


Para ambos os testes, o valor suspeito é rejeitado se o valor calculado de Q e G for maior 
que os valores críticos, que podem ser obtidos em tabelas encontradas em livros específicos 
de estatística. Cabe ressaltar que esses testes assumem que os dados seguem uma distri- 
buição normal. 


MÉTODOS ESTATÍSTICOS MULTIVARIADOS 


No controle de qualidade de medicamentos, muitas vezes, existe a necessidade de se 
avaliar simultaneamente o efeito das diversas variáveis que afetam as etapas do processo de 
fabricação, ou mesmo, da vida de prateleira de um fármaco ou formulação farmacêutica. Essa 
demanda na indústria farmacêutica vem sendo suprida, em especial, pela associação de 
análises instrumentais espectroscópicas e tratamentos estatísticos multivariados. O emprego 
dessas técnicas multivariadas é popularmente denominado de quimiometria, que pode ser 
definida como uma disciplina que aplica métodos matemáticos e estatísticos para o trata- 
mento de dados de análises químicas e/ou físicas, bem como para otimizar um procedimento 
experimental. Na área de medicamentos, a vertente da quimiometria mais requerida envolve 
os métodos para análises qualitativas exploratórias e de classificação, além dos métodos de 
regressão multivariada para aplicações quantitativas (Tabela 2.5). 


Os métodos qualitativos ou de classificação podem ser divididos em não supervisionados 
e supervisionados. Na categoria de métodos não supervisionados, as amostras são classifica- 
das ou agrupadas sem um conhecimento prévio de classe ou grupo, e sim somente pela corre- 
lação existente entre as variáveis independentes (p. ex., comprimentos de onda em espectros 


Tabela 2.5. 


Categoria Método Descrição 
Análise Não PCA Técnica utilizada para visualização dos dados; 
exploratória/ supervisionado classificação/agrupamento de amostras pela 
classificação correlação entre as variáveis; identificação de 





amostras anômalas 





HCA Agrupamento das amostras de um conjunto de 
dados pelas suas similaridades e dissimilaridades 





Classificação Supervisionado KNN É um método não paramétrico que utiliza modelos 
baseados na proximidade multivariada com outras 
amostras cujas categorias são conhecidas para 
classificar uma amostra desconhecida 





LDA Utiliza uma combinação linear adequada para 
salientar a estrutura de subgrupos, minimizando 
a variabilidade intraclasses e maximizando a 
variabilidade interclasses 





SIMCA Constitui no desenvolvimento de um modelo de 
PCA para descrever cada classe de amostras 
separadamente para melhor agrupar as amostras 
em suas classes 





Calibração Supervisionado PCR Emprega a PCA para decompor a matriz de 
dados X (de variáveis independentes) e então 
relaciona os resultados obtidos com as variáveis 
dependentes Y (propriedade medida) 





PLS Técnica semelhante ao PCR, porém, durante 
a etapa de decomposição, o modelo extrai 
informações do conjunto de dados da matriz X 
e correlaciona com as informações da matriz Y, 
simultaneamente 


PCA: Análise de Componentes Principais; HCA: Análise de Agrupamentos Hierárquicos; KNN: K-ésimo 
Vizinho mais Próximo; SIMCA: Programa de Modelagem Independente para Analogia de Classes; 
LDA: Análise Linear Discriminante; PCR: Regressão por Componentes Principais; PLS: Regressão por 
Mínimos Quadrados Parciais. 


de infravermelho próximo — NIR, picos cromatográficos), por isso são também conhecidas 
como técnicas de análise exploratória. A análise de componentes principais (PCA — principal 
component analysis) e a análise de agrupamentos hierárquicos (HCA — hierarchical cluster 
analysis) são as técnicas mais conhecidas. Por outro lado, na categoria dos supervisionados, 
também conhecidos como técnicas de reconhecimento de padrões, as amostras são modela- 
das com um conhecimento prévio de sua classificação em grupos. As técnicas dessa catego- 
ria mais empregadas são análise do K-ésimo vizinho mais próximo (KNN — K-nearest neighbor), 
programa de modelagem independente para analogia de classes (SIMCA — soft independent 
modelling of class analogy) e análise linear discriminante (LDA — linear discriminant analysis). 
Os métodos quantitativos ou de regressão multivariada envolvem, basicamente, o desen- 
volvimento de modelos de calibração e validação, por técnicas supervisionadas, para fins de 
predição. Existem duas técnicas amplamente difundidas para métodos preditivos utilizados 





para fármacos, a regressão por componentes principais (PCR — principal component regres- 
sion) e a regressão por mínimos quadrados parciais (PLS — partial least squares) 


Em geral, a aplicação da quimiometria se faz indispensável quando se tem um grande nú- 
mero de variáveis e amostras a estudar. Nesses casos, para facilitar e evitar o desperdício de 
tempo na interpretação dos resultados, algumas etapas são sugeridas para serem seguidas: 


e Definição do problema, organização e visualização dos dados; 

e Utilização de métodos de transformação e/ou pré-processamento dos dados; 
e Análise exploratória; 

e Construção de modelos de classificação/calibração; 

e Validação dos modelos e aplicação para previsões em amostras testes. 


Na primeira etapa, os dados são revistos para assegurar que estão dispostos de forma 
correta para serem utilizados nos softwares de quimiometria para a obtenção da informação 
desejada. Posteriormente, a transformação e/ou pré-processamento dos dados pode ser efe- 
tuada, buscando remover matematicamente fontes de variações indesejáveis nas amostras. 
Dessa forma, uma função matemática para todas as variáveis independentes (alisamento, 
derivada, normalização, logaritmo, correção multiplicativa de sinal, transformada de Fourier, 
entre outros) e/ou em cada variável (centrar os dados na média, escalamento pela variância 
ou amplitude e autoescalamento) pode ser aplicada, removendo variações que não seriam 
excluídas naturalmente durante a análise dos dados. 


Já na etapa da análise exploratória, uma visualização dos dados pode ser obtida empre- 
gando PCA ou HCA, auxiliando a seleção das variáveis importantes para descrever correta- 
mente as amostras do conjunto de dados, bem como detectar amostras anômalas. 


Nos casos que envolvem a construção dos modelos de classificação ou calibração, duas 
etapas são fundamentais: desenvolvimento de modelos eficientes à modelagem e validação. 
A modelagem visa encontrar a melhor relação existente entre as variáveis independentes 
para agrupá-las, no caso de modelos de classificação, e para quantificar uma propriedade 
(variável dependente Y) quando se tratar de modelos de calibração. Dessa forma, nessa eta- 
pa é fundamental selecionar adequadamente o conjunto de amostras de calibração, tendo o 
cuidado que este contemple todas as características das amostras que serão utilizadas como 
conjuntos de validação e teste. Adicionalmente, um procedimento criterioso de seleção de va- 
riáveis viabiliza a maximização das correlações lineares, garantindo que somente as variáveis 
que contém informações sobre a discriminação de categorias ou que mensurem uma pro- 
priedade medida, sejam utilizadas para a construção dos modelos. A etapa de validação visa 
certificar que o modelo construído apresenta habilidades de classificar as amostras ou men- 
surar a propriedade adequadamente com um conjunto de validação, ou seja, amostras são 
previstas utilizando os modelos obtidos na etapa anterior e, posteriormente, os resultados 
são comparados com as classes e/ou valores de referência. Assim, um bom modelo de 
classificação irá identificar a classe original das amostras e um bom modelo de calibração 
irá prever a propriedade de interesse com o menor erro possível. Uma vez desenvolvido e 
validado um modelo, este estará apto para fazer previsões. 


Na indústria farmacêutica, são impostas pelos sistemas regulatórios várias condições 
para a garantia da qualidade e controle de ingredientes ativos, bem como intermediários e 
produtos de degradação. Dessa forma, para cada substância é determinado um conjunto de 
parâmetros de qualidade que deve ser extensivamente monitorado e documentado de acordo 
com os padrões de aceitação da qualidade. De uma forma convencional, testes de qualidade 
dos produtos em processos em batelada são realizados pelo delineamento amostral e pos- 
terior análise laboratorial, para então serem analisados estatisticamente. Assim, um tempo 





relativamente longo é dispendido entre as etapas de coleta, preparo de amostra, análise ins- 
trumental e interpretação dos resultados. Por outro lado, as técnicas de calibração quimiomé- 
tricas em análises espectrais têm ganhado importância no controle de qualidade de princípios 
ativos em misturas ou formulações farmacêuticas contendo duas ou mais substâncias ativas 
com sobreposição espectral, pelo fato de dispensar qualquer procedimento de separação 
para as determinações dos teores destas substâncias. Dessa maneira, os métodos analíticos 
fundamentados em técnicas espectroscópicas, como UV-Vis, NIR e infravermelho médio (MID) 
e Raman podem ser considerados fontes importantes de informação sobre as propriedades 
físicas e químicas. Essas técnicas espectrométricas estão descritas nas Farmacopeias, men- 
cionando os algoritmos quantitativos quimiométricos mais utilizados. Adicionalmente, essas 
técnicas têm sido reportadas como alternativas aos métodos analíticos clássicos de determi- 
nação, como as técnicas cromatográficas, apresentando vantagens como rapidez, robustez, 
procedimento não destrutivo e, talvez a mais importante, a possibilidade de obtenção de 
informações em tempo real do processo de produção (on-line). 


Métodos de classificação 


Análise de componentes principais (PCA) 


A PCA é uma técnica de projeção, ou seja, é especialmente útil para visualização de 
dados multivariados num espaço de dimensão menor, usualmente 2 ou 3, facilitando a sua 
interpretação. O princípio da técnica envolve a decomposição da matriz de dados através de 
combinações lineares denominadas de componentes principais (PCs). Os PCs são ortogonais 
entre si, ou seja, são novas variáveis não correlacionadas. Assim, cada PC acumula a vari- 
ância das variáveis originais que apresentam informações redundantes, por serem altamente 
correlacionadas. Os PCs são dispostos em ordem decrescente de variância acumulada, de 
tal maneira que permitem, em muitos casos, descrever a informação contida em um conjunto 
de dados apenas com representações gráficas dos escores (amostras) e pesos (variáveis) 
das primeiras PCs, através da influência de cada variável no conjunto de amostras, encon- 
trando as similaridades ou diferenças nos dados. 


Análise de agrupamentos hierárquicos (HCA) 


A análise de agrupamentos visa distribuir os elementos de um conjunto de dados em gru- 
pos, pela similaridade existente entre as variáveis dos elementos. A similaridade é mensurada 
pela diferença numérica entre as variáveis das amostras, calculada através da distância eucli- 
diana, Manhattan, Mahalanobis, entre outras. Dessa forma, quanto menor a distância entre os 
pontos, maior a semelhança entre as amostras. Essa similaridade entre as amostras pode ser 
visualizada por meio de gráficos conhecidos como dendrogramas ou árvores hierárquicas, 
onde o comprimento dos ramos representa o grau de similaridade entre amostras. 


A análise exploratória preliminar utilizando os métodos PCA e HCA pode ser vista como 
uma etapa da análise em que se explora de maneira ampla os dados. Por meio dessas aná- 
lises, é permitido ter como resposta: enfatizar os grupos formados ou tendência de agrupa- 
mento entre as amostras; identificar as variáveis que contêm as informações de interesse; 
observar as correlações existentes entre as variáveis; redução da dimensionalidade dos 
dados e detecção de amostras anômalas. 


K-ésimo vizinho mais próximo (KNN) 


Esse é um método não paramétrico conceitualmente simples, empregado para classifi- 
car amostras desconhecidas em dois ou mais grupos de amostras de classes conhecidas. 








O KNN não faz suposição sobre a distribuição nas classes e pode ser usado quando os 
grupos não podem ser separados por um plano. A amostra desconhecida é classificada na 
classe do seu vizinho mais próximo, ou seja, pela similaridade mensurada entre as variáveis 
tomada por um esquema de votação. 


Programa de modelagem independente para analogia de classes (SIMCA) 


O SIMCA é um método paramétrico, que utiliza as propriedades de modelagem da técnica 
PCA. Assim, cada classe do conjunto de dados de propriedades conhecidas (conjunto de 
calibração) é submetida a uma PCA. Posteriormente, é determinado o posto químico, ou seja, 
o número de variáveis latentes (VL no PCA chamado de PC) necessário para descrever cada 
classe e, então, constrói-se uma hipercaixa delimitada pelo nível de confiança que compre- 
ende as amostras de calibração da sua classe. Ao final, o modelo desenvolvido para as 
diferentes classes será hábil a alocar uma amostra desconhecida entre elas e, caso a amostra 
não pertença a nenhuma das classes, ela será projetada ao lado de fora das hipercaixas, 
evitando classificações errôneas. 


Análise discriminante linear (LDA) 


A análise discriminante é um método linear e paramétrico, o qual utiliza um conjunto de 
amostras de treinamento com classes conhecidas para desenvolver uma função discrimi- 
nante linear. O modelo otimiza os limites existentes entre as classe estudadas. Esse método, 
assim como o PCA, visa reduzir a dimensão dos dados por meio das novas variáveis, as 
variáveis latentes. Entretanto, enquanto o PCA seleciona uma direção que acumula o máximo 
de informação estrutural em um menor plano dimensional entre os dados, LDA seleciona a 
direção que maximiza a separação entre as diferentes classes, permitindo delimitar o espaço 
compreendido por cada classe. 


Métodos de calibração 


Regressão por componentes principais (PCR) 


A regressão por componentes principais utiliza etapas semelhantes à análise PCA para 
decompor a matriz de variáveis independentes (conjunto de dados espectrais, por exemplo 
— matrix X), posteriormente, emprega as novas variáveis (PCs) para relacionar com as proprie- 
dades estudadas, denominadas de variáveis dependentes (matriz Y, medida de referência; 
p. ex., concentração, viscosidade), no modelo de calibração. Dessa maneira, como particu- 
laridade do método, os modelos são desenvolvidos considerando unicamente as respostas 
instrumentais sem levar em consideração informações provenientes dos valores de referência 
na decomposição da matriz de dados originais. O método de PCR é bastante apropriado 
quando há um grau considerável de correlação entre as variáveis preditoras . 


Regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) 


No modelo PLS, diferentemente do PCR, a matriz de variáveis independentes (matriz X) é 
decomposta considerando a informação das variáveis dependentes (matriz Y), de tal forma 
que se estabelece uma relação linear na etapa de calibração ou modelagem. Por meio des- 
sas combinações lineares dos dados se obtém o número de variáveis latentes necessários 
para descrever a correlação entre as variáveis das matrizes X e Y. Na construção do modelo 
de calibração, otimiza-se o número de variáveis latentes que proporcione o menor erro de 
previsão possível. Consequentemente, nessa etapa uma seleção apropriada das variáveis 
da matriz X implica em modelos mais eficientes, o que significa inserir no modelo somente as 





variáveis relacionadas com a informação desejada. A etapa de validação do modelo consiste 
em utilizar um conjunto de amostras de propriedade estudada conhecida, que não participou 
da etapa de calibração, para previsão e análise da eficiência do modelo. 


As amostras anômalas tanto no PCR quanto no PLS são normalmente identificadas pelos 
altos valores de resíduos de Student e pelo valor limite da leverage (poder de alavancagem e 
alta influência no modelo) e, dessa forma, podem ser retiradas da etapa de modelagem, caso 
pertinente. 


Aplicações de técnicas quimiométricas no controle de qualidade medicamentos 
empregando métodos espectroscópicos 


Os avanços nos métodos analíticos não invasivos (não necessitam contato físico com a 
amostra), que empregam técnicas espectroscópicas, produzem dados de alta dimensionalidade 
(centenas a milhares de variáveis) que podem ser relacionados com as características físicas e 
químicas da matriz avaliada, como mencionado anteriormente. 


Na indústria farmacêutica, essa associação de ferramentas quimiométricas e instrumentais tem 
sido intensamente empregada para diferentes aplicações (Tabela 2.6). Dessa forma, a utilização 
de espectros de NIR possibilita construir modelos para identificar e quantificar diferentes tipos de 
excipientes empregados nas formulações farmacêuticas, como amido, açúcares, celuloses e os 
ingredientes ativos, empregando principalmente as técnicas de PCA e SIMCA para identificação/ 
caracterização e PLS e PCR para quantificação. 








Tabela 2.6. 
Métodos quimiométricos Aplicação 
Classificação e Caracterização e classificação de matérias-primas quanto a 
PCA, HCA, SIMCA, excipientes, substancias ativas e homogeneidade 
LDA, KNN e Identificação rápida de drogas de abuso 
e Polimorfismo 
Calibracao e Análise quantitativa de excipientes e substâncias ativas de 
PCR PLS diversas formas farmacêuticas (p.ex., comprimidos, cápsulas, 


líquidos, suspensões) e teor de umidade 

e Homogeneização, etapas de granulação, secagem, determinação 
da forma polimórfica, revestimento de comprimidos ou granulados, 
conferência do conteúdo da embalagem 


A propriedade de uma substância ocorrer em diferentes formas cristalinas é denominada de 
polimorfismo. Essa propriedade tem influência direta na estabilidade e dissolução de produtos 
farmacêuticos. Dessa forma, o emprego das técnicas NIR e Raman tem sido aplicado com sucesso 
para caracterizar o estado polimórfico dos princípios ativos. Relacionado ao estado físico do produto 
também existem várias aplicações para caracterizar e monitorar a etapa de homogeneização de 
formulações farmacêuticas, averiguando a distribuição do ativo e excipientes em comprimidos. 
Adicionalmente, no controle de qualidade em linhas de produção, também tem se mostrado uma 
aplicação importante, permitindo identificar at-line ou mesmo on-line, quando um processo de 
produção não atende aos parâmetros de qualidade pré-determinados, quanto aos parâmetros 
homogeneização, etapas da granulação, secagem, forma polimórfica, revestimento de comprimidos 
ou granulados, conferência do conteúdo da embalagem e em casos de processos biotecnológicos. 

A identificação rápida de drogas ilícitas em comprimidos, como o ecstasy que possui em sua 


formulação anfetamina e derivados também têm sido explorados na discriminação dos ativos em 
drogas apreendidas com o auxílio de ferramentas multivariadas e NIR. 








Os modelos de PLS, normalmente, apresentam vantagens aos de PCR pelo fato da se- 
leção de variáveis latentes serem de acordo com a matriz de covariância entre os dados e 
os parâmetros investigados. A escolha da técnica que apresente o melhor modelo depende 
basicamente da natureza dos dados, podendo assim encontrar modelos eficientes (menor 
erro de previsão) tanto para PCR quanto para PLS. 
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Estudo de caso 


Desafio: Identificar os princípios ativos presentes nos produtos acabados, a partir dos es- 


pectros de infravermelho médio das substâncias químicas de referência da Farmacopeia 
Brasileira e dos comprimidos pulverizados e análise por componentes principais (PCA). 


Para este estudo de caso foram, inicialmente, obtidos os espectros no infravermelho médio 
de diferentes substâncias químicas de referência da Farmacopeia Brasileira (SQRFBs), 
bem como de produtos acabados, na forma de comprimidos, contendo estes princípios 
ativos. As SQRFBs utilizadas foram: ácido acetil salicílico (AAS), albendazol (ALB), clori- 
drato de propranolol (PRO), hidroclorotiazida (HID), paracetamol (PAR), sulfametoxazol 
(SUL) e trimetoprima (TRI). Com relação aos comprimidos, foram utilizados: Aspirina” 500 
mg (Bayer), Bactrim Fº (Roche) 800 mg (SUL) + 160 mg (TRI), Tenadren® EMS Sigma 
Pharma) 80 mg (PRO) + 12,5 mg (HID), Tylenolº (Johnson & Johnson) 750 mg (PAR) e 
Zentelº (GSK) 400 mg (ALB). Os comprimidos foram pulverizados em gral de ágata e 
os respectivos espectros foram obtidos utilizando acessório de reflexão total atenuada 
(ATR) e espectrômetro de infravermelho médio com transformada de Fourier (Perkin Elmer, 
Spectrum One®). Na Figura 1, são apresentados os espectros de infravermelho obtidos 
para as diferentes SQR e os comprimidos pulverizados. A partir dos espectros de infra- 
vermelho, foi construída uma matriz de dados (software The Unscrambler® 9.7) na qual 
as colunas correspondem as variáveis (números de ondas) e as linhas são as amostras 
analisadas. 
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TEER Espectros no infravermelho médio das SQR e dos comprimidos pulverizados. 








Os dados da matriz foram, inicialmente, centrados na média e aplicou-se a andlise de 
componentes principais (PCA) para a classificação e verificação dos princípios ativos pre- 
sentes nos comprimidos. Na Figura 2, pode-se observar, a partir do gráfico dos escores, 
que não foi possível correlacionar os princípios ativos existentes em cada um dos com- 
primidos analisados por espectroscopia no infravermelho. Isto ocorreu, provavelmente, 
pela interferência das bandas dos excipientes utilizados na confecção dos comprimidos 
ou problemas relacionados com a linha base dos espectros em virtude da diferença de 
granulometria das amostras analisadas. 
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GEEA Representação gráfica dos escores para as diferentes SQR e os comprimidos pulverizados. 


Com o objetivo de construir um gráfico de escores para classificar de forma correta os 
princípios ativos presentes em cada comprimido, foi utilizado o pré-processamento da pri- 
meira derivada (tipo Savitzky Golay) disponível no software The Unscrambler® 9.7 e man- 
teve-se os dados centrados na média. O recurso da derivada permite corrigir problemas 
de linha base dos espectros, bem como resolver a sobreposição de sinais no espectro de 
infravermelho. Na Figura 3, pode-se observar a formação de 5 diferentes grupos contendo 
os produtos acabados e seus respectivos princípios ativos: /) Aspirina (produto acabado) 
e AAS; ii) Tylenol (produto acabado) e PAR; ii) Bactrim (produto acabado) e SUL+TRI; 
iv) Tenadrem (produto acabado) e PRO+HID; v) Zentel (produto acabado) e ALB. 
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GETTER Representação gráfica dos escores para as diferentes SQR e os comprimidos pulverizados 
após a utilização do recurso da primeira derivada. 


De acordo com a Figura 4, pode-se observar o gráfico dos pesos onde são representadas 
as variáveis com maior importância na classificação dos princípios ativos e comprimidos 
utilizados. Deve-se destacar que os números de onda, da impressão digital do espectro 
de infravermelho (número de onda inferior a 1.500 cm”), apresentaram maior peso na 
construção dos modelos por PCA. 
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GITEA Representação gráfica dos pesos para as diferentes SQR e os comprimidos pulverizados 
após a utilização do recurso da primeira derivada. 








Por fim, na Figura 5, tem-se a representação gráfica da variância acumulada onde pode 
ser observado que, nas cinco componentes principais, aproximadamente 95% das infor- 
mações originais são descritas pelas mesmas. Provavelmente, cada um dos grupos for- 


mados é descrito por uma componente principal totalizando as 5 componentes principais 
utilizadas na PCA. 
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GEEN Representação gráfica da variância acumulada pelas componentes principais. 





Técnicas Analiticas Classicas 
Empregadas no Controle 
de Qualidade 
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OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo, os leitores encontrarão, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre as 
principais técnicas analíticas clássicas relacionadas ao controle de qualidade de fármacos e 
medicamentos. Dessa forma, será possível optar por diferentes técnicas, considerando suas 
limitações e vantagens. 


TESTES DE IDENTIFICAÇÃO 


Os testes de identificação são imprescindíveis para garantir a qualidade, segurança e 
eficácia de um medicamento; eles devem ser capazes de discriminar substâncias, mesmo 
contendo estruturas semelhantes que possam estar presentes na amostra. Os ensaios de iden- 
tificação podem ser classificados em métodos clássicos e instrumentais. Os ensaios clássicos 
caracterizam-se pelo uso reações químicas com ânions, cátions e funções orgânicas, e a eles 
também se incluem testes de solubilidade e a análise organoléptica. Por sua vez, os métodos 
instrumentais são caracterizados pelo uso de equipamentos para realização de medidas. 


De acordo com o tipo de medida realizada estes métodos são classificados em métodos 
de identificação via análise de espectros (espectrofotometria de absorção no ultravioleta e 
infravermelho), identificação via medida de constantes físico-químicas (ponto de fusão, rota- 
ção específica, etc.) e identificação via análise de cromatogramas (cromatografia em camada 
delgada e cromatografia líquida de alta eficiência, etc.). 


Esses ensaios são de natureza qualitativa e, em muitas monografias farmacopeicas, é 
necessária a realização de mais de um teste para que se possa identificar um determinado 


Tabela 3.1. 


Técnicas 
Farmaco Técnicas classicas instrumentais 





Albendazol il COD) IV 


2. Dissolver em tubo de ensaio, 10 mg de amostra em 5 mL de 
clorofórmio. Transferir 1 mL para tubo de ensaio contendo 5 
mL de ácido sulfúrico e 4 gotas de formaldeído. Desenvolve 
coloração na interface, após a agitação a camada sulfúrica 
também desenvolve a coloração 


Glibenclamida 1- CCD 1. 1V 
2. Aquecer 50 mg da amostra com 1 mL de hidróxido de sódio 2 UV 
6 M. O papel tornassol muda de vermelho para azul quando 
umedecido pelos vapores que se desprendem com a 
evaporação da água, os quais apresentam odor irritante, 
característico das aminas 


3. Misturar 0,2 g de amostra com 0,25 g de carbonato de sódio 
anidro e 0,25 g de carbonato de potássio. Incinerar a mistura 
por 10 minutos, esfriar, adicionar ao resíduo 10 mL de água 
quente, agitar por um minuto e filtrar. O filtrado responde às 
reações dos íons cloreto e sulfato 





Paracetamol Adicionar em 10 mL de uma solução a 1% (p/v) uma gota de da IY 
cloreto férrico SR. Desenvolve coloração azul-violácea 2 UV 


IV: espectroscopia de absorção no infravermelho; UV: espectroscopia de absorção no ultravioleta. 


fármaco. Na Tabela 3.1, estão descritas algumas monografias da Farmacopeia Brasileira 52 
edição, em que são exigidos mais de um ensaio de identificação. 


Considerando as principais técnicas clássicas usadas na identificação de fármacos, 
destacam-se as reações químicas. Essas reações envolvem a formação de algum fenômeno 
perceptível, como precipitado, produto colorido, desprendimento de gás ou descoramento 
do reagente usado, conforme demonstrado na Tabela 3.1. As reações químicas possuem 
a desvantagem de não serem adequadas à mistura de fármacos, porém contribuem na di- 
ferenciação. Por exemplo, os fármacos lidocaína e o respectivo sal, cloridrato de lidocaína, 
possuem diferenças na solubilidade, portanto são veiculados em formas farmacêuticas dife- 
rentes, a lidocaína é um fármaco veiculado em pomadas, enquanto o cloridrato de lidocaína 
é veiculado em soluções aquosas, e o teste de cloreto é uma das técnicas empregadas para 
que haja a diferenciação entre esses fármacos. Outra técnica clássica que pode ser utilizada 
na identificação de fármacos é a cromatografia em papel, técnica classificada como uma 
cromatografia de partição, em razão da fase estacionária e a fase móvel serem líquidas. O 
mecanismo de separação é explicado pelo fato da celulose ser constituída por valores su- 
periores a duas mil unidades de glicose anidra, e ligadas por átomos de oxigênio, e portanto 
tendo alta afinidade por líquidos polares como a água. 


A cromatografia em camada delgada (CCD) é outra técnica clássica empregada na identi- 
ficação de fármacos, e que geralmente possui uma maior detectabilidade que a cromatogra- 
fia em papel. Essa é uma das técnicas mais empregadas na identificação de fármacos, tanto 
em matérias-primas como em produtos acabados. Dentre as vantagens, a CCD possui uma 
alta versatilidade, baixo custo e alta repetibilidade. O princípio de separação mais importante 
para essa técnica é o fenômeno de adsorção, e uma grande variedade de adsorventes está 





disponível no mercado, entre eles, destacam-se: sílica, alumina, terra diatomácea, celulose 
e poliamida, sendo a sílica-gel o mais usado. A separação se dá pela diferença de afinidade 
dos componentes de uma mistura pela fase estacionária. Para as análises qualitativas realiza- 
se a comparação da amostra frente à substância química de referência, comparando-se a cor 
da mancha e de seu fator de retardamento (R,), por meio da equação 3.1, abaixo: 


R,=d,/d, 


em que d, se refere a distância (cm; mm) entre o ponto de aplicação até o centro da mancha; 
enquanto d, é a distância (cm; mm) percorrida pela fase móvel desde o ponto de aplicação 
até o ponto extremo atingido. 


As placas cromatográficas podem ser obtidas comercialmente ou serem preparadas 
no próprio laboratório; quando pré-fabricadas, algumas são usadas diretamente, enquanto 
outras separações exigem sua ativação, o tempo e temperatura, empregados na ativação, 
variam de acordo com o adsorvente utilizado. Sílica, alumina e terra diatomácea são ativadas 
entre 105-110 °C por 30 a 60 minutos, já a celulose não deve ser aquecida por mais de 10 
minutos a 105 °C. As etapas principais no desenvolvimento da cromatografia em camada 
delgada, são: |) seleção da fase móvel, Il) aplicação das amostras nas cromatoplacas, Ill) 
desenvolvimento, IV) revelação dos cromatogramas e V) documentação. 


Na escolha da fase móvel, deve-se considerar a natureza química das substâncias a 
serem separadas e a polaridade da fase móvel. Quando uma fase móvel composta por um 
único solvente não separa bem os componentes de uma amostra, pode-se usar uma mistura. 
Geralmente, pequenas variações na composição da fase móvel levam a grandes alterações 
no deslocamento das manchas. 


As amostras devem ser aplicadas na forma de soluções, em solventes voláteis, que 
possam ser facilmente eliminados após a aplicação. Soluções muito diluídas podem exigir a 
aplicação de um volume maior de amostra e, consequentemente, aumentar muito o diâmetro 
da mancha, prejudicando a resolução. A aplicação deve ser feita de maneira rápida e bem 
uniforme. A Farmacopeia Brasileira 52 edição recomenda que as amostras sejam aplicadas 
a uma distância mínima de 1,5 cm das bordas inferior e laterais, e entre as amostras, além 
disso, é recomendável que as amostras na forma de manchas circulares ou bandas possuam 
uma largura inferior a 1 cm. Para a aplicação da amostra, pode-se utilizar micropipetas ou 
microsseringas para testes quantitativos; no caso de testes qualitativos, como os testes de 
identificação por CCD, podem ser utilizados capilares de vidro. 


Após a aplicação das amostras, e assim que o solvente tenha evaporado, inicia-se o de- 
senvolvimento. De acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 edição, as cromatoplacas devem 
ser desenvolvidas em cubas saturadas. Para atingir essa saturação, pode-se adicionar à 
cuba papéis filtros impregnados pelo eluente, e no fundo da cuba deixar uma camada de 5 a 
10 mm de eluente. A cuba deve ser fechada, e deixada em repouso por 60 minutos. Marcar 
nas cromatoplacas uma distância de 10 a 15 cm a partir do ponto de aplicação, e introduzir 
a cromatoplaca na cuba saturada, deixar em uma posição mais próxima possível da vertical. 
Fechar a cuba, e deixar desenvolver o cromatograma até o eluente atingir a altura marcada. 
Remover a cromatoplacas e deixar secar. Em seguida, revelá-las. 


A detecção depende das características da substância, caso seja uma substância colorida, 
a análise pode ser feita diretamente na fase estacionária, e quando for uma substância incolor, 
diferentes reveladores podem ser usados. A visualização pode ser feita por meio de métodos 
físicos, químicos ou até mesmo biológicos, no caso da utilização de reações enzimáticas ou 
bacterianas. Muitas substâncias podem ser visualizadas por luz ultravioleta, por se tornarem 
fluorescentes quando excitadas por essa fluorescência. No caso de substâncias que não 
apresentem fluorescência, algum adsorvente impregnado com reagente fluorescente pode ser 





usado, e nesse caso manchas escuras serão visualizadas contra um fundo claro. A revelação 
pela luz ultravioleta é um processo físico não destrutivo. Reveladores químicos podem ser 
utilizados com auxílio de borrifadores adequados; para substâncias orgânicas é muito utilizada 
a exposição por vapores de iodo, e possui como vantagem a possibilidade de ser eliminado 
após a revelação, pois o iodo se liga fisicamente às substâncias, exceto às insaturações. 


Depois da revelação das substâncias, podem haver diferentes formas de documentação: 
1) desenhando as placas; Il) delineando a placa sobre um papel de seda transparente; III) 
fotografando e IV) as cromatoplacas podem ser tratadas com vaselina líquida e fotocopiadas 
por máquina de xerox ou scanner. 


Outras técnicas simples são empregadas na identificação de fármacos, como solubilida- 
de, ponto de fusão e ebulição, densidade, indice de refração, rotação óptica e pH. 


ENSAIOS DE PUREZA 


Introdução 


As principais fontes de impurezas em matérias-primas ou produtos acabados podem 
ser: |) intermediários de síntese; Il) resíduos dos processos de extração e/ou purificação; III) 
manipulação; IV) fracionamento de matérias-primas; V) equipamentos e/ou materiais de arma- 
zenamento; VI) produtos de reações cruzadas; VII) degradação química ou VIII) adulteração. 


Os ensaios de pureza podem possuir natureza: 


|) qualitativa, Il) semiquantitativa ou III) quantitativa. 





Qualitativos 


Os ensaios qualitativos são utilizados para a pesquisa de impurezas que não podem 
ocorrer no material, produz resultados positivos ou negativos, e os ensaios são os mesmos 
discutidos nos testes de identificação. 


Semiquantitativos 


Ensaios-limite são análises semiquantitativas com o intuito de se avaliar a presença de 
impurezas em fármacos. Esses ensaios devem possuir seletividade, detectabilidade e ser 
robusto frente a pequenas variações inerentes à técnica, parâmetros avaliados durante a 
validação do método analítico. 


Os ensaios semiquantitativos são realizados pela comparação da amostra com um padrão 
de concentração conhecida, em questão de intensidade de cor ou turvação. Considerando 
que as impurezas presentes nas matérias-primas se encontram frequentemente em baixas 
quantidades, é necessário que o método apresente detectabilidade suficiente, e a reação 
seja perceptível. A Tabela 3.2. apresenta alguns exemplos de ensaios-limite realizados de 
acordo com a Farmacopeia Brasileira, 5º edição. 


Quantitativos 


Alguns ensaios clássicos determinam de modo quantitativo as impurezas presentes, tais 
como, determinação da perda por dessecação e a determinação de cinzas sulfatadas (resi- 
duo por incineração). O ensaio de determinação de perda por dessecação visa determinar 
a quantidade de substância volátil de qualquer natureza. Quando a única substância volátil 
é a água, existem diferentes maneiras de se quantificar. Para as outras impurezas voláteis, O 





Tabela 3.2. 


Especificação 

















Cloretos Precipitação com nitrato de prata A turbidez da preparação amostra não 
Alternativamente cromatografia iônica deverá ser maior que a do padrão 
Sulfatos Precipitação com cloreto de bário A turbidez da preparação amostra não 
Alternativamente cromatografia iônica deverá ser maior que a do padrão 
Metais Ensaios-limite por formação de Qualquer coloração desenvolvida na 
pesados partículas sólidas de sulfetos preparação amostra não é mais intensa 
Determinação por espectrometria do que a do padrão. O teste somente 
atômica é válido se a intensidade da coloração 
desenvolvida na preparação controle é 
igual ou superior a do padrão 
Ferro Método I, Il, Ill: colorimétrico Método |, Il, Ill: a cor rósea produzida na 
Método IV: determinação por preparação amostra não deverá ser mais 
espectrometria atômica intensa do que na padrão 
Arsênio Método |, Il: colorimétrico A coloração produzida na preparação 


amostra não deve ser mais intensa do que 
na padrão. Caso necessário, determinar 

a absorção em espectrofotômetro 

ou colorímetro em comprimento de 

onda entre 535 e 540 nm empregando 
dietilditiocarbamato de prata SR como 
branco para o ajuste do zero 


Método Ill: Método de espectrometria 
de absorção atômica com geração 
de hidretos 


Método de espectrometria de emissão 
ótica com plasma indutivamente 
acoplado 


ensaio clássico empregado é o método gravimétrico. Basicamente, a técnica avalia a perda 
das substâncias voláteis, pesando a amostra antes e depois de ser dessecada em estufa à 
105 °C, durante um tempo determinado pela monografia farmacopeica. O procedimento deve 
ser repetido até a amostra atingir peso constante. 


A água pode ser determinada pelo método volumétrico (direto), que se baseia na reação 
quantitativa de água com solução anidra de dióxido de enxofre e iodo em presença de uma 
solução-tampão que reage com os fons hidrogênio. O reagente de Karl Fischer, utilizado para 
a determinação direta da água, o dióxido de enxofre e o iodo são dissolvidos em piridina 
e metanol. A reação de Karl-Fisher se baseia na oxidação do dióxido de enxofre por iodo, 
na presença de água. Trata-se da mesma reação utilizada para titular dióxido de enxofre 
com iodo, mas no presente caso, o determinante do ponto final não é o SO,, e sim a água. 
O método indireto segue os mesmos princípios que o método direto, porém se incorpora 
excesso de reagente à amostra, e após aguardar um tempo determinado, titula-se o excesso 
de reagente com solução padrão de água em metanol. Esse método é aplicado a substâncias 
que liberam lentamente seu conteúdo de água. A água também pode ser determinada pelo 
método coulombimétrico, no qual o iodo é gerado por uma oxidação anódica de uma solução 
contendo iodeto. 

Cinzas sulfatadas compreendem o resíduo não volátil à incineração na presença do ácido 
sulfúrico. O teste possui como objetivo quantificar os constituintes ou impurezas inorgânicas 
contidas em substâncias orgânicas. 





METODOS CLASSICOS DE DOSEAMENTO 


Introdução 


Os métodos clássicos de doseamento, titulometria e gravimetria, vêm desempenhando 
importante papel no campo do controle de qualidade de fármacos e medicamentos. Desde 
a publicação das primeiras edições das farmacopeias, United States Pharmacopeia (USP) 
em 1820 e Farmacopeia Brasileira, 12 edição, em 1929, até meados do século XX com a in- 
trodução de métodos cromatográficos, os métodos disponíveis empregados no doseamen- 
to de fármacos foram a titulometria, a gravimetria e, posteriormente, a espectrofotometria e 
colorimetria. 


Atualmente, o método clássico de doseamento que continua sendo empregado com 
destaque pelas farmacopeias, na análise de fármacos e excipientes, é a titulometria. Seu 
uso é discreto no doseamento de formas farmacêuticas, concentrando-se principalmente em 
fármacos e excipientes; conforme a Tabela 3.3, que apresenta as aplicações dessa técnica 
na 52 edição da Farmacopeia Brasileira. 


Análise titulométrica 


A análise titulométrica consiste de todo procedimento no qual o volume de um reagente 
(titulante), necessário a uma reação estequiométrica com uma substância em análise (titula- 
do), é medido. O titulante, que cuja concentração deve ser conhecida com exatidão, também 
é chamado de solução padronizada ou padrão. O titulante é adicionado com a ajuda de um 
longo tubo graduado chamado bureta até que a reação se complete, e o volume exato em que 
isso ocorre é chamado de ponto de equivalência ou ponto final teórico ou estequiométrico. O 
ponto final da reação pode ser detectado pela alteração de alguma propriedade física do titu- 
lante ou mais comumente pela adição de um reagente auxiliar conhecido como indicador. Em 
uma titulação ideal o ponto final da reação deve ser o mesmo do ponto de equivalência, porém 
na prática são observadas pequenas diferenças entre o ponto final experimental e o teórico, 
que é conhecido por erro da titulação. Para limitar esse erro, é importante a seleção de uma 
propriedade física facilmente perceptível (alteração da cor do titulante, da cor do indicador 


Tabela 3.3. 




















Titulometria Matérias-primas Formas farmacêuticas Total parcial 
Neutralização E 9 66 

Meio não aquoso 69 10 79 
Oxidação-redução 36 10 46 
Precipitação 8 4 12 
Complexação 10 2 12 
Diazotação 5 0 5 

Total 185 (55%) 35 (13%) 220 (36%) 


Foram consideradas matérias-primas: fármacos, drogas vegetais, sais orgânicos e inorgânicos e excipientes 
farmacêuticos. Entre parênteses estão apresentados os valores percentuais de uso da análise titulométrica 
em relação ao número total de monografias. 








ou do pH da solução). Outra maneira de limitar o erro da titulação consiste na realização, em 
paralelo, de titulações em branco, ou seja, na ausência da amostra (substância a ser titulada). 
A Farmacopeia Brasileira 5º edição preconiza, em algumas monografias, o uso de titulações 
em branco, por exemplo, no doseamento do cetoprofeno (reação de neutralização) e aciclovir 
(reação de neutralização em meio não aquoso) em matéria-prima e na determinação do teor 
de ácido ascórbico (reação de oxidação-redução) em comprimidos. 

Entre as vantagens apresentadas pelos métodos titulométricos podemos destacar sua 
precisão e simplicidade; e os métodos, em geral baratos, permitem a automatização e não 
necessitam do uso de substâncias químicas de referência farmacopeicas da substância a 
ser doseada. 


Com relação às suas limitações, as mais significativas são: sua baixa sensibilidade (toma- 
das de ensaio na ordem de miligramas), baixa seletividade e exatidão quando comparados 
aos métodos instrumentais, pois em certas situações esses procedimentos podem quantificar 
impurezas relacionadas, produtos de degradação ou mesmo excipientes (em formas farma- 
cêuticas) com propriedades físico-químicas ou grupos funcionais semelhantes ao do fármaco. 


Titulações diretas e indiretas (de retorno) 


Em uma titulação direta, o titulante é adicionado ao titulado até o ponto final da reação, como é 
o caso do doseamento preconizado pela Farmacopeia Brasileira 52 edição para a matéria-prima 
do ibuprofeno, fármaco de caráter ácido, que é diretamente titulado com hidróxido de sódio. 


Na titulação indireta ou de retorno, adiciona-se um excesso conhecido da solução padrão 
à amostra. O excesso da solução padrão, que não reagiu com a amostra, é titulado por uma 
segunda solução padrão. As titulações indiretas são usadas quando a visualização do ponto 
final da reação de retorno é de mais fácil observação que a reação direta ou quando o excesso 
do primeiro reagente é necessário para a completa reação da solução padrão com a amostra. 
A Farmacopeia Brasileira 52 edição descreve o emprego de algumas titulações de retorno. 
Um exemplo é o doseamento do ácido acetilsalicílico em matéria-prima e comprimidos, onde 
um excesso conhecido de hidróxido de sódio é adicionado. O excesso de hidróxido de sódio 
é então titulado por uma solução padrão de ácido clorídrico. 


Requisitos das reações a serem usadas em análise titulométrica 


Para que as reações químicas possam ser empregadas em análises titulométricas elas 
devem atender a alguns requisitos: a) deve apresentar uma grande constante de equilíbrio, ou 
seja, a substância a ser titulada deve reagir completamente com o titulante em proporções es- 
tequiométricas ou equivalentes; b) deve ser rápida, ou seja, cada incremento de titulante deve 
reagir rapidamente com o titulado; c) deve ocorrer no ponto de equivalência, alteração de 
alguma propriedade química ou física da solução; d) deve-se contar com um indicador capaz 
de definir, pela mudança de alguma propriedade física (cor ou formação de precipitado), o 
ponto final da reação. E se essa mudança não for perceptível visualmente, pode-se empregar 
outros meios para detectar o ponto final da reação, por exemplo a titulação potenciométrica. 


Titulações potenciométricas 


Algumas reações empregadas em titulometria apresentam problemas com o uso de indi- 
cadores visuais para a determinação do ponto final das reações. Por exemplo, quando o pon- 
to final obtido pelo indicador é mascarado pela coloração ou turbidez do fármaco ou algum 
excipiente de sua formulação. Ou também, quando não há disponível um indicador adequado 
que altere com clareza alguma propriedade física da solução, como a cor. Situações como 





essas são frequentemente observadas em titulações de fármacos, sendo necessário o uso de 
métodos alternativos aos visuais, para a detecção do ponto final das reações. O método mais 
empregado pelas farmacopeias nessas situações é o potenciométrico. 


Em uma titulação potenciométrica, o potencial ou f.e.m. (força eletromotriz) do eletrodo 
indicador é medido em função dos incrementos de volume do titulante. O ponto de equivalên- 
cia ou o ponto final da reação é observado por meio de uma mudança brusca do potencial 
observado no gráfico de leituras da f.e.m. contra o volume da solução titulante. 


A detecção do ponto final da titulação pode ser feita com maior facilidade pelo exame da 
curva de titulação (gráfico da variação do potencial em função do volume de titulante adicio- 
nado), que em geral é uma curva sigmoide. O segmento central da curva é onde se localiza o 
ponto final. Porém, é usualmente preferível empregar métodos analíticos (ou derivativos) para 
localizar o ponto final. Nesses métodos se determina a curva da primeira derivada (AE/AV vs 
V) ou da segunda derivada (A2E/AV? vs V). O ponto maximo da curva da primeira derivada 
corresponde ao ponto de inflexão da curva de titulação, ou seja, o ponto final da reação. A 
curva da segunda derivada tem valor zero, no ponto em que a curva de primeira derivada for 
máxima, o que também corresponde ao ponto final da titulação. 


Padrões primários e secundários 


As substâncias empregadas no preparo de soluções de referência em titulometria são 
chamados de padrões primários ou padrões secundários. Um padrão primário deve ser uma 
substância o mais pura possível e sua solução deve ser obtida por pesagem direta e diluição. 
Além disso, para ser considerado padrão primário a substância deve atender a alguns requi- 
sitos: a) deve ser de fácil obtenção, purificação, secagem e armazenamento. Esse requisito 
normalmente não é atendido pelas substâncias hidratadas; b) a substância não deve se alte- 
rar, em contato com o ar, durante a pesagem, ou seja, não deve ser higroscópica; oxidar-se 
em contato com oxigênio atmosférico e não ser sensível ao dióxido de carbono; c) a substân- 
cia deve ser avaliada quanto à presença de impurezas, e a quantidade total das impurezas 
não deve ser superior a 0,02%; d) a substância deve ter massa molar relativamente alta para 
que os erros de pesagem possam ser ignorados; e) a substância deve ser solúvel no meio 
onde se processa a reação; f) a reação entre o padrão e o titulado deve ser estequiométrica 
e rápida, para que o erro da titulação seja desprezível. 


Na prática é difícil a obtenção de um padrão primário. As substâncias que são comumente 
usadas como padrão primário são: a) carbonato de sódio anidro (Na,CO,) (empregada em 
reações ácido-base); b) biftalato de potássio (empregado em reações ácido-base); c) zinco 
metálico (empregado em reações de formação de complexos); d) cloreto de sódio (emprega- 
do em reações de precipitação); e) dicromato de potássio (K,Cr,O,) (empregado em reações 
de oxidação-redução). 

Por outro lado, um padrão secundário é uma substância que pode ser usada em titula- 
ções, porém ela não é obtida por pesagem direta e dissolução, e sua concentração deve ser 
sempre determinada frente a um padrão primário. 


Preparo e padronização das soluções (padrões) 


Em análise titulométrica quantitativa, a unidade de concentração recomendada pela União 
Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) e empregada pelos compêndios oficiais é 
a molaridade. 


molaridade M = mols de soluto / volume da solução em litros 








Como apresentado no item anterior, as soluções de padrões primários são obtidas por 
pesagem e dissolução direta no solvente apropriado. Porém, quando o reagente não está 
disponível em pureza suficiente ou não atende as exigências de um padrão primário, como 
é o caso da maior parte dos hidróxidos (NaOH é higroscópico) e alguns ácidos inorgânicos 
(HCI é volátil), deve-se preparar uma solução de molaridade maior que a desejada e titulá-la 
(padronizá-la) frente a uma solução padrão primária, a fim de determinar seu título. A padroni- 
zação de soluções padrão secundário deve ser sempre realizada no momento do uso. 


Classificação das reações em análise titulométrica 


As reações empregadas em análise titulométrica podem ser reunidas em quatro grupos 
principais: reações de neutralização, reações de formação de complexos, reações de preci- 
pitação e reações de oxidação-redução. 


Titulações de neutralização 


Os ácidos e as bases foram classificados por Arrhenius (1884) como aquelas espécies 
que produzem íons H* e OH, respectivamente, quando dissolvidos em água, portanto é 
um conceito aplicável somente a soluções aquosas. Por sua vez, Bronsted-Lowry (1923) 
descrevem os ácidos como substâncias doadoras de prótons e as bases como receptoras 
de prótons. Para essa última teoria, o conceito de ácido ou base independe do solvente. 
Os ácidos e as bases são classificados em fortes e fracos de acordo com seu grau de 
dissociação em solução aquosa. A dissociação dos ácidos e das bases fortes é completa 
em água, enquanto para os ácidos e bases fracas esse processo é parcial. Os principais 
ácidos fortes empregados como soluções padrões, em acidimetria, nas monografias da 
Farmacopeia Brasileira, 52 edição, são: ácido clorídrico (HCI) e ácido sulfúrico (H,SO,). 
O ácido perclórico (HCIO,), que também é um ácido forte, é empregado em titulações de 
neutralização em meio não aquoso, que será discutida no próximo item. As bases fortes 
comumente empregadas, em alcalimetria, são o hidróxido de sódio (NaOH) e o hidróxido 
de potássio (KOH). 

A titulometria de neutralização é baseada na reação entre ácidos e bases, onde estão 
incluídas as titulações de bases livres ou de bases formadas por meio da hidrólise de sais de 
ácidos fracos com um ácido padrão, o que caracteriza a acidimetria, e também a titulação de 
ácidos livres ou de ácidos formados por meio da hidrólise de sais de bases fracas por uma 
base padrão (alcalimetria). 


A titulometria de neutralização tem como objetivo a titulação de uma solução ácida ou 
básica, frente a uma solução padronizada de uma base ou ácido, respectivamente, as quais 
são quimicamente equivalentes. O ponto onde isso ocorre é chamado ponto de equivalência, 
estequiométrico ou final teórico. Se o ácido e a base forem fortes o pH no ponto de equiva- 
lência será 7, por sua vez se a base ou o ácido forem fracos, o pH da solução no ponto de 
equivalência será ligeiramente ácido ou básico. 


O ponto final das titulações pode ser determinado, potenciometricamente, como anterior- 
mente discutido, ou visualmente por meio do uso de indicadores de neutralização ácido-base. 
Os indicadores ácido-base são substâncias que mudam de cor de acordo com a concen- 
tração de íons hidrogênio na solução. Essas substâncias mudam sua coloração dentro de 
um intervalo de pH que é chamado de intervalo de mudança de cor ou faixa de viragem. A 
seleção do indicador ácido-base depende do pH do ponto de equivalência, que deve estar 
na faixa de viragem do indicador. Em livros de química analítica são apresentadas tabelas 
com diversos indicadores e suas faixas de viragem. Os indicadores mais empregados na 
titulometria de neutralização são a fenolftaleína e o alaranjado de metila. 





A titulometria de neutralização desempenha um papel importante na análise farmacéu- 
tica, principalmente no doseamento de matérias-primas tanto de excipientes como de far- 
macos (Tabela 3.3). As titulações de neutralização podem ser diretas entre ácidos e bases 
fortes, ácidos fracos e bases fortes e bases fracas e ácidos fortes, ou titulações indiretas 
(de retorno). 


Titulação direta 


As titulações diretas envolvendo ácidos e bases fortes são pouco comuns em monogra- 
fias farmacopeicas. São empregadas no doseamento de matérias-primas de excipientes. O 
doseamento de hidróxido de sódio (NaOH), hidróxido de potássio (KOH) e dos ácidos percló- 
rico (HCIO,), clorídrico (HCI) e sulfúrico (H,SO,) são exemplos encontrados na Farmacopeia 
Brasileira 5º edição. 


As titulações envolvendo titulantes fortes são empregadas tanto no doseamento de ma- 
térias-primas de excipientes e fármacos como também em algumas formas farmacêuticas. 
Nessas condições são quantificadas as matérias-primas dos seguintes excipientes: ácido 
bórico, ácido benzilico, ácido cítrico e calamina; dos seguintes fármacos: artesunato, cetopro- 
feno, fenobarbital, cloridrato de imipramina, cloridrato de lidocaína, ibuprofeno, omeprazol e 
das seguintes formas farmacêuticas: comprimidos de artesunato e de ibuprofeno. 


Titulação indireta ou de retorno 


O emprego das titulações indiretas na Farmacopeia Brasileira 52 edição é observado nas 
monografias das matérias-primas dos seguintes excipientes: metafosfato de potássio, metil- 
parabeno e propilparabeno. Em matérias-primas de fármacos é usado na quantificação de 
ácido acetilsalicílico. A solução oral de cloridrato de difenidramina, gel de cloridrato de lido- 
caína, comprimidos de ácido acetilsalicílico e comprimidos de sulfato de morfina são alguns 
exemplos da aplicação da titulometria de neutralização por retorno em formas farmacêuticas. 


Titulações de neutralização em meio não aquoso 


A neutralização em meio não aquoso é o procedimento titulométrico mais empregado no 
doseamento de fármacos, como pode ser observado na Tabela 3.3. Esse procedimento é 
empregado em situações em que os reagentes ou produtos são insolúveis em água, podem 
reagir com a água e/ou quando o titulado é um ácido ou base muito fraco para ser titulado em 
água. A titulação em meio não aquoso se baseia no conceito ácido/base de Bronsted-Lowry, 
no qual o ácido é uma substância que doa próton e a base é aquela que recebe próton. O 
solvente, por sua vez, desempenha um papel muito importante na determinação do caráter 
ácido/básico de uma substância, já que a força do ácido ou da base depende da capacidade 
do solvente de receber ou doar prótons. O ácido mais forte encontrado em meio aquoso é 
o fon hidrônio (H,0*) e a base mais forte o fon hidróxido (OH). Se um ácido mais forte que o 
H,O* é dissolvido em água, ele protona a H,O para produzir H,O*. Se uma base mais forte 
que OH é dissolvida em água, a H,O perde um próton para produzir OH. Esse fenômeno é 
conhecido por efeito nivelador e devido a ele o HCIO, e o HCI comportam-se em água como 
se tivessem a mesma força ácido, ou seja, são nivelados a H,O*: 


HCIO, +H,O0 ——»  H50* + CIO; 
HCl+H,O ——» HOt+Cr 


Utilizando ácido acético como solvente, que é menos básico que H,0, o HCIO, e o HCI não 
são nivelados à mesma força: 








HCIO, + CHCO,H === CH3COH3 + CIO, 





HCI +CH3CO,H === CHsCO,H;+ Cl 


No doseamento de ácidos ou bases muito fracos, o titulante deve ser uma base ou ácido 
muito forte, respectivamente, para que a reação ácido-base ocorra. Porém, devido ao efeito 
nivelador da água, não é possível titular tais substâncias em meio aquoso. Ao utilizar solventes 
fracamente protofílicos (afinidade por prótons), como o ácido acético, é possível a titulação 
de bases muito fracas, já que o íon acetônio (CH,CO.H,*) é um ácido muito mais forte do que 
o fon hidrônio (H,0*). 


Solventes, soluções padrão e aplicações da titulometria em meio não aquoso 


Para a titulação de substâncias de caráter básico (aminas, heterocíclicos nitrogenados, 
sais de amônio quaternário, sais alcalinos de ácidos orgânicos e inorgânicos e alguns sais de 
aminas), empregam-se solventes de natureza relativamente neutra, ou ácida, sendo o ácido 
acético glacial o mais utilizado. Como titulante emprega-se, geralmente, a solução de ácido 
perclórico em ácido acético. A Farmacopeia Brasileira, 52 edição, apresenta diversas mono- 
grafias de matérias-primas de excipientes e fármacos doseados por titulometria em meio não 
aquoso, entre as quais: acetato de sódio, aciclovir, albendazol, bisacodil, cafeína, diclofenaco 
potássico, difosfato de primaquina, fluconazol, haloperidol, levodopa, lidocaína, maleato de 
dexclorfeniramina, sulfato de atropina, sulfato de efedrina e trimetoprima. Esse procedimento 
também é recomendado para o doseamento de cloridrato de lidocaína e sulfato de efedrina 
em solução injetável, bisacodil supositórios, comprimidos de difosfato de cloroquina, difosfato 
de primaquina e tiabendazol. 


Para o doseamento de sais de ácidos halogenados (cloridrato, bromidrato e iodidrato) 
deve-se adicionar acetato de mercúrio; esse não se dissocia em solução de ácido acético. 
O íon haleto é uma base demasiadamente fraca para reagir quantitativamente com ácido 
perclórico em ácido acético. Esse fon pode ser substituído, quantitativamente, pelo fon ace- 
tato, sendo removido na forma de complexo mercúrico que não se dissocia. O acetato, que 
é uma base relativamente forte em ácido acético, pode ser precisamente titulado com ácido 
perclórico. Alguns exemplos de doseamento de matérias-primas de sais de ácidos halo- 
genados por titulometria em meio não aquoso, preconizados pela Farmacopeia Brasileira 
52 edição são: brometo de neostigmina, bromidrato de hiosciamina, cloreto de metacolina, 
cloridrato de ciclobenzaprina, cloridrato de difenidramina, cloridrato de etambutol, cloridra- 
to de sertralina, cloridrato de tiamina e metilbrometo de homatropina. Esse procedimento 
é também recomendado para o doseamento de cloridrato de difenidramina e tiamina em 
comprimidos. 


Para a titulação de substâncias que se comportam como ácidos (haletos de ácidos, 
anidridos de ácidos, ácidos carboxílicos, aminoácidos, enóis, imidas, fenóis, pirróis e sul- 
fas), emprega-se como solventes os de natureza básica. No doseamento de substâncias 
de acidez intermediária é comum o uso de dimetilformamida. Já no doseamento de ácidos 
fracos, emprega-se bases mais fortes como morfolina, etilenodiamina e n-butilamina. Duas 
classes de titulantes podem ser empregadas para determinação de substâncias ácidas: os 
alcóxidos de metais alcalinos e os hidróxidos de alquilamônio quaternário. O metóxido de 
sódio é o mais empregado. O metóxido de lítio é utilizado para as substâncias que formam 
precipitado gelatinoso nas titulações com metóxido de sódio. O mais utilizado entre os 
hidróxidos é o de tetrabutilamônio. Esse procedimento é preconizado pela Farmacopeia 
Brasileira, 52 edição, para o doseamento de matéria-prima de ácido nalidíxico, azatioprima 
e fenitoína. 





Indicadores usados em titulações em meio não aquoso 


Em um número considerável de titulações em meio não aquoso a indicação do ponto final 
da reação é realizada por potenciometria. Porém, na outra porção das titulações que permite 
o uso de indicadores visuais, os mais destacados são o cloreto de metilrosanilina ou cristal 
violeta, p-naftolbenzeína e verde de malaquita (titulações usando solventes ácidos como o 
ácido acético glacial); p-hidroxiazobenzeno, o-nitroanilina e timolftaleína (titulações usando 
solventes básicos como a dimetilformamida) 


Titulações complexométricas 


A complexometria é um método titulométrico baseado na complexação de fons metálicos 
(M) com agentes complexantes ou ligantes (L), como apresentado na reação abaixo. 





M+L ML 





Essas titulações empregam, como titulantes, agentes complexantes ou ligantes multiden- 
tados como o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA). O EDTA forma complexos com este- 
quiometria 1:1 com todos os fons metálicos, com exceção dos fons monovalentes como Li+, 
Nat e K+. A estabilidade dos complexos metálicos com EDTA é dependente do pH. Logo, 
condições ideais de pH devem ser estabelecidas para a análise de cada metal. Além disso, a 
dependência da estabilidade dos complexos em função do pH fornece um certa seletividade 
a essas titulações, permitindo a titulação de misturas de metais que apresentam diferentes 
constantes de formação dependentes de pH. Os complexos de EDTA com os íons metálicos 
Zr“, Hf**, Th**, Biº+, Fe** são estáveis na faixa de pH 1-3; Pb?*, Cu?*, Zn, Co?*, Ni?*, Mn?*, Fe?*, 
Als*, Cd?*, Sn? na faixa de pH 4-6 e Ca?*, Sr?*, Ba?*, Mg?* na faixa de pH 8-10. A titulometria de 
complexação se divide em quatro grupos: direta, de retorno, por deslocamento ou substitui- 
ção e indireta. Devido à sua importância na análise farmacêutica, somente os procedimentos 
direto e de retorno serão discutidos. A detecção do ponto final em complexometria, em geral, 
emprega indicadores de íons metálicos. Os principais indicadores metálicos empregados nas 
monografias da Farmacopeia Brasileira, 52 edição, são: ditizona (Al**), azul de hidroxinaftol 
(Ca?) e negro de eriocromo T (Ca?*, Mg?* e Zn?*). 


Titulação complexométrica direta 


A titulação direta é a mais simples e muito usada no doseamento de matérias-primas de 
fármacos e excipientes. Nela, o metal a ser doseado é titulado com uma solução padrão de 
EDTA. O titulado é tamponado a um pH apropriado, em que o complexo metal-EDTA exiba 
estabilidade e possibilite a visualização da alteração da cor do complexo metal-indicador. 
A Farmacopeia Brasileira, 52 edição, preconiza o uso da titulação complexométrica direta 
no doseamento da matéria-prima de: carbonato de cálcio, cloreto de cálcio hexaidratado, 
gliconato de magnésio, lactato de cálcio, óxido de magnésio e óxido de zinco. 


Titulação complexométrica de retorno 


Na titulação de retorno um excesso conhecido de uma solução padrão de EDTA é adi- 
cionado ao titulado. O excesso de EDTA é então titulado com uma solução padrão de um 
segundo íon metálico (zinco, por exemplo). A titulação de retorno é usada quando o titulado 
precipita na ausência de EDTA, reage muito lentamente com o EDTA ou se ele interfere com 
o indicador. O íon metálico usado como padrão na titulação de retorno não deve deslocar o 
complexo formado entre o ion metálico em análise e o EDTA. A titulação complexométrica de 
retorno está presente nos métodos de doseamento de matérias-primas de: fosfato de alumínio, 








fosfato de cálcio dibásico diidratado e hidróxido de alumínio e das formas farmacêuticas, 
hidróxido de alumínio comprimidos mastigáveis e hidróxido de alumínio gel, constantes na 
Farmacopeia Brasileira, 52 edição. 


Titulações de precipitação 


A titulometria de precipitação se fundamenta em reações químicas em que, no ponto de 
equivalência, formam-se produtos pouco solúveis. As soluções empregadas como titulantes 
nos métodos de titulometria de precipitação são o nitrato de prata, tiocianato de amônio, 
tetrafenilborato sódico, nitrato de tório, nitrato de chumbo, entre outros. No entanto o principal 
método de titulometria de precipitação é a argentimetria. A argentimetria se baseia na pre- 
cipitação de substâncias por nitrato de prata, empregando essa substância como solução 
padrão. A reação entre o cloreto de sódio e o nitrato de prata com a formação do sal insolúvel, 
cloreto de prata é apresentada abaixo: 


NaCl + AgNO; ——> AgCI + NaNO; 


A argentimetria pode ser conduzida por meio de titulações diretas e indiretas, bem como, 
baseado no método de detecção do ponto final da reação. 


Titulação direta 


Os métodos diretos são usados principalmente nas determinações de cloretos e brometos, 
empregando nitrato de prata como titulante. A detecção do ponto final pode ser: a) potencio- 
métrica (matéria-prima de butilbrometo de escopolamina, cloreto de sódio e metilbrometo de 
homatropina); b) método de Mohr: adição de pequenas quantidades de cromato de potássio 
que funciona como indicador (nenhum uso descrito na Farmacopeia Brasileira, 52 edição); c) 
método de Fajans: uso de indicadores de adsorção como fluoresceina e eosina (cloreto de 
sódio solução injetável). 


Titulação indireta ou Volhard 


Nesse método, um excesso conhecido de nitrato de prata é adicionado ao titulado, na pre- 
sença de ácido nítrico livre, e titulado com tiocianato de amônio usando como indicador sulfato 
férrico amoniacal. A adição da solução de tiocianato precipita, inicialmente, tiocianato de prata: 





Ag + SCN AgSCN 





Quando a reação estiver completa, o tiocianato em excesso produz a coloração marrom- 
avermelhada do fon complexo. 





Fe3t + SCN [FeSCN]** 





Esse método pode ser aplicado na determinação de cloretos, brometos e iodetos em 
solução ácida. A Farmacopeia Brasileira, 5? edição, preconiza o uso desse método no dose- 
amento de comprimidos de aminofilina e na matéria-prima de brometo de sódio, isotiocianato 
de alila e merbromina. 


Titulações de oxidação-redução 


A titulometria de oxidação-redução está baseada em reações de mesmo nome onde é 
verificada transferência de elétrons entre um agente oxidante (ganha elétrons) e um agente 
redutor (perde elétrons). As titulações de redução são pouco usadas em análise farmacéuti- 
ca. Entre os poucos métodos descritos na Farmacopeia Brasileira, 5º edição, que empregam 
agentes redutores como titulantes são: determinação de iodo pelo tiossulfato de sódio e do 





permanganato de potássio por ácido oxálico. As principais análises titulométricas de oxida- 
ção empregadas na análise farmacêutica usam os seguintes agentes oxidantes: iodo, iodato, 
bromato, sulfato de cério (IV) e permanganato as quais serão discutidas a seguir. 


lodimetria 


A iodimetria é o método que emprega a titulação direta, de uma substância redutora em 
análise, com iodo. Nessas titulações, devido a baixa solubilidade em água, o iodo é prepara- 
do em solução de iodeto de potássio, ocorrendo a formação do íon triiodeto, que é a espécie 
mais reativa. 


—_ 


bth == h 


A iodimetria é preconizada pela Farmacopeia Brasileira, 52 edição, para o doseamento da 
matéria-prima de alguns fármacos e excipientes: ácido ascórbico, captopril, dipirona sódica 
monoidratada, glicose, metabissulfito de sódio, sulfito de sódio e tartarato de antimônio e 
potássio e de algumas formas farmacêuticas: comprimidos e solução injetável de ácido ascór- 
bico, comprimidos de captopril e comprimidos e solução oral de dipirona. 


lodometria 


A iodometria é um método indireto de titulação pelo iodo, ou seja, o iodeto adicionado em 
excesso a solução da amostra, em meio neutro ou preferencialmente ácido, libera iodo que 
é titulado com um agente redutor, usualmente tiossulfato de sódio. A reação total pode ser 


descrita como: 
28,0,” -2e —_> S40, 


25,032 + l3 —> S,0,2 + 2I 


A iodometria é preconizada pela Farmacopeia Brasileira, 52 edição, para o doseamento da 
matéria-prima de alguns farmacos e excipientes: acetilcisteina, acetilmetionina, amoxicilina 
triidratada, ampicilina sódica, gliconato de cobre, hexilresorcinol, hipoclorito de sódio solução 
diluída e sulfeto de selênio. 


lodatimetria 


A iodatimetria é um método empregado no doseamento de substâncias oxidáveis pelo 
íon iodato, a qual usa como titulante solução padrão de iodato de potássio em meio ácido. A 
reação total pode ser descrita como: 


103 + 6H + 4e 








i+ 3H,0 


A iodatimetria é preconizada pela Farmacopeia Brasileira, 5? edição, para o doseamento 
da matéria-prima do farmaco cloridrato de hidralazina e dos excipientes iodeto de potassio 
e iodeto de sódio, bem como no doseamento de cloridrato de hidralazina em comprimidos e 
solução injetável. 

O indicador empregado em titulações que envolvem o iodo é a goma de amido que forma 
um complexo azul intenso com o iodo. A goma de amido não é um indicador redox, ela é 
específica à presença de l,e não a uma modificação do potencial redox. 


Titulações com bromato 


O bromato de potássio é um oxidante poderoso que se reduz lentamente a brometo. No 
final da titulação pode ser observada a presença de bromo livre: 


10CI + 2BrO3 + 12H" —> 5Cl2 + Br; + 6H,20 








A presença de bromo livre no ponto final da reação pode ser identificada pela coloração 
amarela, porém recomenda-se o uso de indicadores como o alaranjado de metila, vermelho 
de metila, negro de naftaleno 12B, xilidina ponceau e fucsina em meio com HCI. A titulação 
com bromato é preconizada pela Farmacopeia Brasileira, 5º edição, para o doseamento das 
matérias-primas dos fármacos fenoximetilpenicilina potássica e isoniazida, bem como em 
comprimidos de isoniazida. 


Cerimetria 


A cerimetria é o método titulométrico que emprega o sulfato de cério (IV) como agente titu- 
lante. O sulfato de cério (IV) é um forte agente oxidante cujas titulações devem ser realizadas 
em meio ácido. 





GeT +e == Ce? 


Os indicadores mais empregados em cerimetria são a ferroína e outros indicadores de 
fenantrolina substituída. A titulação com sulfato de cério (IV) é preconizada pela Farmacopeia 
Brasileira, 54 edição, para o doseamento das matérias-primas de hidroquinona, sulfato ferro- 
so, sulfato ferroso hepaidratado e nas formas farmacêuticas de sulfato ferroso, comprimidos 
e solução oral. 


Permanganimetria 


A permanganimetria é o método titulométrico de oxidação baseado no uso de soluções 
de permanganato de potássio (KMnO,) como agente titulante. O KMnO, é um forte agente 
oxidante com uma cor violeta intensa. Em soluções fortemente ácidas ele é reduzido a Mn? 
que é incolor. 





MnO; + 8H* + 5e === Mn?! +4H,0 


Para as titulações em solução fortemente ácida, o KMnO, serve como seu próprio indi- 
cador, porque o produto, Mn**, é incolor. O ponto final é tomado como a primeira aparição 
persistente do rosa-pálido do MnO,. A monografia da Farmacopeia Brasileira, 52 edição, para 
o doseamento de matéria-prima de nitrito de sódio emprega esse método titulométrico. 


Titulações por diazotação 


A reação de diazotação é empregada como método de doseamento de substâncias que 
apresentem em sua estrutura grupo amino aromático primário (Ar). Essa reação consiste na 
conversão de uma amina aromática primária por ação do ácido nitroso em um sal de diazônio. 
A titulação é realizada com uma solução de nitrito de sódio, em meio ácido, fornecendo o 
sal de diazônio da amina aromática primária. A amina não é diretamente titulada com ácido 
nitroso devido à sua baixa estabilidade. 


ArNH, + HNO; + HCI ———»  ArN2Cl + 2H20 


O ponto final da reação é detectado pelo uso de um indicador externo. Emprega-se como 
indicador amido iodetado. O iodeto reage com o excesso de ácido nitroso, transformando-se 
em iodo que, em contato com o amido, resulta em coloração azul característica. 


2HNO, + 2KI + 2HCI ———®» 2KCI + lp + 2NO + 2H,0 


A diazotação é método oficial da Farmacopeia Brasileira, 52 edição, para o doseamento 
de matéria-prima de dapsona e de sulfonamidas: sulfadiazina, sulfametoxazol, sulfametoxipi- 
ridazina e sulfanilamida. Além do método de detecção externo empregando amido iodetado, 
a Farmacopeia Brasileira, 52 edição, também recomenda o uso de detecção potenciométrica 
do ponto final. 
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Estudo de caso 


Doseamento empregando análise titulométrica 


Doseamento de dipirona sódica monoidratada em comprimidos de acordo com a 
Farmacopeia Brasileira, 5º edição 


A monografia da Farmacopeia Brasileira, 52 edição, descreve o seguinte método, abaixo 
transcrito, para a determinação do teor de dipirona sódica em comprimidos: 


“Pesar e pulverizar 20 comprimidos. Pesar quantidade do pó equivalente a 0,35 g de 
C,3H,.N;NaO,S.H.O (dipirona sódica monoidratada) e transferir, quantitativamente, para 
Erlenmeyer. Adicionar 25 mL de água, 5 mL de ácido acético glacial e agitar até dispersão 
homogênea. Titular com iodo 0,05 M SV (solução volumétrica), em temperatura abaixo de 
15 °C, utilizando 1 mL de amido SI, como indicador. Cada mL de iodo 0,05 M SV equivale 
a 17,570 mg de C,,H,,.N;NaO,S.H,O”. 


\ 


no ZE y 
| ye 


.H,0 
(dipirona sódica monoidratada) 


Esse doseamento consiste de uma titulação iodimétrica (conforme discutido em Métodos 
oxidimétricos) baseada na oxidação do grupo metanossulfônico a sulfato em meio ácido, 
conforme reação abaixo. 


RHSO, +1, + HO === RSO,? +31 + 3H* 


Antes de apresentar o exemplo devemos deixar claro alguns conceitos práticos envolvidos 
na análise de teor: 


e Peso médio: valor referente ao ensaio físico oficial de mesmo nome que para comprimi- 
dos se refere à média obtida após pesagem de 20 comprimidos. 


e Tomada de ensaio: quantidade pesada (sólidos) ou volume (líquidos) da forma farma- 
cêutica, usada para realizar o ensaio diretamente ou fazer diluições. 


e Fator de correção: fator que deve ser usado para multiplicar ou a concentração teórica 
ou o resultado final, objetivando a correção da concentração de soluções volumétricas 
padrão secundário. Esse fator é determinado por meio da titulação do padrão secun- 
dário frente a um padrão primário. Em nosso exemplo, o iodo (padrão secundário) deve 
ser padronizado frente ao tiossulfato de sódio (padrão secundário) e este frente ao 
iodato de potássio (padrão primário). 





Calcule o que se pede: 


No doseamento de comprimidos de Novalgina®, teor declarado (TD) de 500 mg, peso 
médio (PM) 590 mg, foi empregado o método da Farmacopeia Brasileira acima apresentado. 
A tomada de ensaio (TE) desse método recomenda pesar o equivalente a 0,35 g (350 mg) 
de dipirona sódica. Considerando que o gasto de iodo 0,05 M SV foi de 19,2 mL (Fator de 
correção 1,01), calcule: 

1. Tomada de ensaio; 

2. Quantidade de dipirona sódica presente em 1 comprimido; 


3. Teor em percentual. 


Resolução: 
1. Tomada de ensaio (TE) 
(PM) 590 mg (TD) 500 mg 
E 350 mg (alíquota de dipirona sódica) 


TE = 413 mg da forma farmacêutica equivalem a 350 mg de dipirona sódica. 


2. Quantidade de dipirona sódica presente em 1 comprimido. 
1 mL de iodo 0,05 M SV 17,57 mg de dipirona sódica 
19,2 mL de iodo 0,05 M SV quantidade de dipirona sódica presente na TE 


Quantidade de dipirona sódica presente na TE = 337,34 mg 
No cálculo abaixo foi considerada a pesagem exata da tomada de ensaio = 413 mg da 
forma farmacêutica. 


337,34 mg de dipirona sódica 350 mg (quantidade teórica de dipirona sódica na TE) 
Teor encontrado 500 mg (TD) 

Teor encontrado = 481,91 mg 

Esse resultado deve ser multiplicado pelo fator de correção da solução de iodo. 


Teor encontrado e corrigido 481,91 mg x 1,01 (FC) = 486,73 mg/comprimido 
Quantidade de dipirona sódica presente em 1 comprimido = 486,73 mg 


3. Teor em percentual 
500 mg (TD) 100% do valor rotulado ou declarado 
486,73 mg (Teor real/comprimido) teor em percentual em relação ao valor rotulado 


Teor em percentual em relação ao valor rotulado ou declarado = 97,34%. 


Conclusão: O teor encontrado cumpre os limites preconizados pela Farmacopeia Bra- 
sileira, & edição, que é de 95-105% do valor rotulado. 








Introducao as Técnicas Analiticas 

Instrumentais de Espectroscopia no 
Infravermelho, Espectrometria de Massas 
e Análise Termogravimétrica 


Sofia Nikolaou 


OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo serão abordados aspectos introdutórios das técnicas analíticas de es- 
pectroscopia de infravermelho, espectrometria de massas e análise térmica, de modo a dar 
conhecimento dos fundamentos de tais técnicas a estudantes de graduação em Farmácia e 
áreas afins. O objetivo do texto é instrumentalizar o graduando para ser usuário das técnicas 
abordadas sem, no entanto, pretender torná-lo especialista. 


INTRODUÇÃO 


Neste item sobre espectroscopia na região do infravermelho, será dada ênfase em aspec- 
tos como a faixa de radiação eletromagnética envolvida nesse tipo de técnica instrumental, 
bem como no tipo de transição desencadeada pela irradiação de uma amostra real nessa 
faixa; tipos de transições vibracionais (estiramento, dobra no plano, dobra fora do plano etc.); 
grupos funcionais mais comuns e faixas espectrais típicas para os diferentes grupos funcio- 
nais; preparação de amostra; espectro vibracional e sua atribuição. 


Para que se inicie o estudo de qualquer técnica espectroscópica, é necessário que alguns 
termos sejam definidos. Espectroscopia ou espectrofotometria são termos gerais referentes às 
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técnicas instrumentais que envolvem a interação da radiação eletromagnética com a matéria. 
São experimentos que, baseados na irradiação de amostras sólidas ou líquidas com luz, permi- 
tem que se obtenham informações de ordem qualitativa e quantitativa dos mais variados tipos 
de analitos. Essas informações são adquiridas mediante o fato de que a interação da matéria 
com a radiação eletromagnética promove alterações mensuráveis nos materiais analisados. 


É muito fácil identificar em nosso cotidiano alterações na matéria induzidas por interação 
com a radiação eletromagnética. São exemplos desse tipo de interação a indução do bronze- 
amento da pele pela exposição do corpo aos raios solares ou o aquecimento de um alimento 
em um forno com fonte de micro-ondas. Esses exemplos nos permitem inferir que a energia 
da radiação eletromagnética é diversa e promove modificações de diferentes ordens. Sendo 
assim, é necessário descrever brevemente esse tipo de radiação. 


A radiação eletromagnética, ou simplesmente luz, pode ser descrita tanto em termos de 
teoria ondulatória quanto em termos corpusculares, ou seja, como sendo um feixe de partícu- 
las denominadas fótons. Esse conceito é conhecido como dualidade partícula-onda. Alguns 
parâmetros da teoria de ondas são utilizados para caracterizar essa radiação e, dentro desta 
perspectiva, as escalas de energia mais usuais em técnicas espectroscópicas são o compri- 
mento de onda, À medido em nanômetros (nm) e o número de onda v, medido em cm”, que 
também é chamado de frequência de uma dada vibração em espectros de infravermelho. É 
importante frisar que tais parâmetros se referem à energia da radiação enquanto a sua intensi- 
dade é dada pelo número de fótons que compõe o feixe luminoso. A Figura 4.1 apresenta um 
recorte do espectro eletromagnético com as faixas de radiação de maior interesse no escopo 
da química analítica. 





Transições vibracionais em moléculas 


Conforme mencionado acima, a interação das moléculas com a radiação eletromagnética 
causa nelas modificações que são chamadas, em termos técnicos, de transições. As tran- 
sições podem ser descritas como uma alteração no conteúdo energético da molécula, que 
deixa seu estado fundamental e passa a um estado excitado, compatível com a energia do 
fóton do feixe luminoso que foi utilizado em sua irradiação. 


Etn = AE níveis de energia da molécula 








Dentre os vários tipos de transição possíveis, encontra-se a alteração da situação vibra- 
cional de uma determinada molécula quando esta é irradiada por radiação eletromagnética 
na faixa do infravermelho. 


Uma vibração molecular pode ser entendida como o movimento relativo de átomos ou 
grupos de átomos presentes em uma molécula, mediado pela ligação química. Para uma 
dada molécula de N número de átomos verifica-se que, em moléculas lineares podem ocorrer 
3N — 5 modos normais de vibração e, em moléculas não lineares, podem ocorrer 3N — 6 
modos normais de vibração. Do ponto de vista experimental, cada transição (ou modo normal 
de vibração ou simplesmente vibração) ocorrida na molécula se traduz como uma vibração 
registrada em um espectro vibracional, que se constitui em um gráfico de porcentual de trans- 
mitancia versus frequência de cada vibração observada, medidas em cm”. 


No entanto, nem sempre o número total de modos normais de vibração esperados serão 
observados em um espectro na forma de picos, pois alguns deles são degenerados, ou seja, 
apresentam a mesma energia e, portanto, coincidem. Além disso, outro aspecto que reduz o 
número de vibrações observáveis em relação ao número de vibrações teórico previsto pela 
relação acima diz respeito ao fato de que apenas vibrações que modificam o momento de 
dipolo resultante da molécula em relação ao seu momento de dipolo do estado fundamental 
é que são ativas no infravermelho. 


Por exemplo, em uma molécula diatômica linear como o ácido clorídrico (HCI), espera-se 
3(2) - 5 = 1 vibração, que é o movimento relativo de afastamento e aproximação de seus 
átomos ao longo do eixo da ligação química, como uma mola sendo esticada e comprimida. 
Esse tipo de vibração, chamada de estiramento simétrico, em moléculas como o HCI consti- 
tui-se em um oscilador harmônico clássico. Esse estiramento é detectado na frequência de 
2.885 cm! no espectro de infravermelho (ou vibracional). 


Tomemos como exemplo agora uma situação mais complicada como a molécula de água 
(HO) que, embora planar, não é linear. Para essa molécula esperam-se 3(3) — 6 = 3 vibra- 
ções. A Figura 4.2 mostra essas vibrações que são denominadas estiramento simétrico, es- 
tiramento assimétrico (ou antissimétrico) e deformação angular simétrica ou dobra no plano, 
respectivamente. 
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GET Modos normais de vibração de uma molécula de água. 





Tipos de transições vibracionais 


Existem duas grandes classes de vibrações que podem ser definidas de maneira simpli- 
ficada como se segue: 


e Estiramento: são as vibrações que implicam no movimento de afastamento e aproxima- 
ção de átomos ou grupo de átomos (como um grupo metila CH,, por exemplo) ao longo 
do eixo de uma ligação química, como uma mola sendo esticada e comprimida, sem 
distorções angulares. Esse movimento pode ser simétrico ou assimétrico, este último 
também chamado de antissimétrico. 


e Dobras ou deformações angulares: são as vibrações que implicam no movimento re- 
lativo de átomos ou grupo de átomos envolvendo deformações angulares, como por 
exemplo o abrir e fechar de uma tesoura. Essas vibrações também podem ocorrer de 
maneira simétrica ou assimétrica e ainda podem ocorrer no plano ou fora do plano da 
molécula. 


Grupos funcionais mais comuns e faixas espectrais típicas 


Tipicamente, os espectros vibracionais são registrados em um intervalo de frequências 
entre 4.000 cm! e 400 em”. Nesse intervalo ocorre a maior parte das vibrações presentes 
nas moléculas orgânicas e biomoléculas. A Tabela 4.1 traz uma generalização das faixas 
típicas de frequências observadas. Porém, tabelas detalhadas para utilização em atribuição 
espectral podem ser encontradas na literatura, conforme citações ao final do capítulo. 


Preparação de amostra 


De modo geral, as amostras para a aquisição de um espectro de infravermelho precisam 
ser preparadas, uma vez que uma quantidade de substância a ser analisada é diluída em um 
veículo ideal. Os equipamentos existentes hoje em dia permitem que as análises sejam feitas 
tanto em fase sólida, em meio viscoso ou em fase líquida, ou seja, em solução. Seja qual for a 
opção do usuário, as principais características que o veículo deve ter são: 


e Não apresentar nenhum tipo de reação química com a substância que será analisada; 


e Não apresentar ele próprio bandas correspondentes as suas vibrações na faixa de 
aquisição espectral da amostra em questão. 


O veículo mais comum para aquisição de espectros vibracionais em meio sólido é o sal 
KBr. Cerca de 2 mg de amostra devem ser trituradas em almofariz com cerca de 200 mg de 
KBr. A mistura é posteriormente prensada sob vácuo em forma de uma pastilha transparente 
de cerca de 1 cm de diâmetro, a qual é colocada no porta amostra do espectrofotômetro e 
submetida à irradiação pela fonte de luz na região do infravermelho para registro do espectro 


Tabela 4.1. 











Ligação química Faixa de frequência 

C-C; C-N, C-O 1.300 crv a 800 em 
C=CACSNICS0NTO 1.900 em”! a 1.500 em 
C=C, CaN 2.300 cm a 2.000 cm" 





C-H, N-H, O-H 3.800 cm! a 2.700 cm 








vibracional. Um aspecto importante é que o sal KBr deve ser mantido rigorosamente seco 
quando for utilizado na preparação de pastilhas, uma vez que a presença de água na amostra 
introduz bandas intensas e alargadas na região de 3.000 a 4.000 cm“, interferindo no espec- 
tro da amostra. 


No caso da diluição da amostra em meio viscoso, os veículos mais utilizados são os óleos 
minerais Nujolº e Fluorolobº. Esses óleos permitem uma varredura livre de interferências na 
faixa de 4.000 a 250 cm“. Já para a aquisição de espectros a partir de soluções, podem-se 
utilizar células seladas nas quais se introduz diretamente a solução de amostra ou janelas de 
material inerte e não solúvel no solvente utilizado na preparação da amostra como janelas de 
Csl (iodeto de césio). Nessa metodologia, adiciona-se uma pequena quantidade da solução 
de amostra sobre uma das placas da janela de Csl, e em seguida a segunda placa é coloca- 
da sobre a primeira de modo a criar entre elas um filme líquido fino da amostra; as placas são 
mantidas unidas por capilaridade. 


Espectro vibracional e sua atribuição 


A principal função da técnica é identificar substâncias presentes em uma amostra ou ca- 
racterizar as substâncias do ponto de vista estrutural, uma vez que cada substância química 
apresenta um espectro de infravermelho diferente, que mostra suas vibrações característi- 
cas. Além da identificação e caracterização de uma substância, pode-se também verificar 
a presença de contaminantes pela observação de picos no espectro que não são caracte- 
rísticos da substância em questão. A comparação com espectros de padrões e a utilização 
de tabelas contendo as frequências típicas dos diversos grupos funcionais presentes nas 
moléculas orgânicas permite essa identificação. Nesse contexto, o que se denomina de atri- 
buição espectral diz respeito ao ato de ler a frequência de cada banda (ou pico) observada 
no espectro e associá-la à vibração de um grupo de átomos presente na amostra. Tomemos 
como exemplo o espectro de infravermelho do antibiótico ciprofloxacino (Fig. 4.3). 


A atribuição deve ser feita a partir da utilização de tabelas que trazem as faixas típicas 
de frequência para a maioria das vibrações e que estão disponíveis na literatura, conforme 
bibliografia selecionada ao fim deste capítulo, e por meio da identificação das vibrações mais 
importantes observadas no espectro e esperadas em função dos grupos funcionais presentes 
na molécula analisada. Voltando ao nosso exemplo, selecionamos algumas vibrações para 
atribuição, que se encontram no Quadro 4.1. 


Pode-se observar prontamente no espectro que a região de alta energia é dominada pela 
banda da água, o que permite concluir que a amostra se encontra hidratada. Em seguida, 
observa-se uma sequência de vibrações que podem ser atribuídas tanto aos estiramentos 
(v) da função amina como aos grupos CH, e CH presentes na estrutura do antibiótico. A 
região intermediária do espectro é dominada pelas vibrações características de estiramento 
da função ácido carboxilico/carboxilato e da função piridona (cetona). Por fim, os demais 
picos observados no espectro em frequências menores são característicos das vibrações 
das ligações carbono-carbono, simples ou múltiplas, ambas presentes na estrutura do 
ciprofloxacino. 


QUADRO 4.1. Atribuição dos principais modos vibracionais observados 
no espectro de infravermelho do antibiótico ciprofloxacino 
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GITEN Espectro vibracional do ciprofloxacino registrado no Laboratório de Atividade Biológica 
de Compostos de Coordenação da FCFRP-USP a partir de pastilha de KBr. Acima do espectro se 
apresenta a estrutura do ciprofloxacino 


Atualmente os espectrofotômetros são equipamentos relativamente pequenos, de custo 
intermediário, presentes em grande parte dos laboratórios de controle de qualidade, análi- 
ses forenses etc. e também passíveis de serem transportados para medidas de campo. O 
advento dos equipamentos com transformada de Fourier, nos quais o feixe de luz transmitida 
pela amostra é medido e analisado matematicamente de modo diferente dos equipamentos 
convencionais, introduziu enorme rapidez na aquisição dos espectros de infravermelho. Uma 
aplicação recente da técnica é a análise da qualidade e nível de contaminação de matérias-pri- 
mas antes mesmo destas entrarem nas linhas de produção. Isso é possível graças ao uso de 
radiação na região do infravermelho próximo incidida nas amostras por meio de fibras ópticas. 


Espectrometria de massas 


Neste item do capítulo serão abordados os aspectos básicos da espectrometria de mas- 
sas com ênfase na transferência da amostra para a fase gasosa, as fontes de ionização por 
impacto eletrônico (El) ou por spray eletrolítico (electrospray) (ESI), a relação massa/carga, 
identificação do fon molecular, a biblioteca de fragmentos, experimentos de fragmentação 
(CID) e finalmente o espectro e sua atribuição. 








O objetivo geral da técnica é “pesar” fons e seus fragmentos em fase gasosa, de modo a 
permitir a identificação de substâncias presentes em uma amostra, bem como sua caracteriza- 
ção estrutural e a determinação da fórmula molecular de uma substância desconhecida (análise 
de composição), tudo a partir de sua massa molecular. Sendo assim, um espectro de massas 
nada mais é do que o registro da relação massa/carga da espécie original ou de fragmentos 
gerados a partir dela em função da abundância relativa dessas espécies em fase gasosa. 


Comecemos pelo fenômeno de transferência da amostra para a fase gasosa. Já podemos 
concluir que na espectrometria de massas as substâncias químicas são todas analisadas em 
fase gasosa. O fenômeno de transferência da amostra inicialmente preparada em solução 
para a fase gasosa está intimamente ligado aos diferentes modos de ionização possíveis 
na técnica. Portanto, pode-se inferir também que a técnica analisa as substâncias na forma 
iônica. Como veremos a seguir, dados os procedimentos de ionização adotados (que podem 
ser vários), é mais comum a geração de íons de carga positiva em fase gasosa, o que faz 
com que os espectrômetros de massa operem em modo positivo de maneira geral. Isso não 
quer dizer que não seja possível fazer análise de ânions. Entretanto, este capítulo abordará 
exclusivamente a análise de fons positivos gerados por duas técnicas de ionização (embora 
existam outras), a saber, Ele ESI. 


lonização da amostra 


e lonização por impacto eletrônico (El): essa técnica de ionização permite a análise ex- 
clusiva de pequenas moléculas orgânicas de cerca de 500 u.m.a. (unidades de massa), 
de baixa polaridade, que sejam termoestáveis e voláteis (lembrando que a polaridade 
e a massa molecular são fatores que implicam no ponto de ebulição de uma molécula. 
Para mais informações a respeito, pode-se consultar qualquer livro de Química Geral 
disponível). Isso por que a amostra é primeiramente aquecida para que ocorra sua 
volatilizagao e, após sua transferência para fase gasosa, a amostra é bombardeada 
por um feixe de elétrons. Esses elétrons promovem a remoção dos elétrons mais fra- 
camente ligados à amostra por choque mecânico, criando espécies positivamente 
carregadas em fase gasosa. Por exemplo: imagine a análise de uma solução de etanol. 
Essa solução seria primeiramente evaporada, deixando as moléculas de C;H;OH em 
fase gasosa, em seguida um elétron seria removido gerando a espécie C,H;OH'+, que 
gera a relação massa carga m/z 46 (massa molecular do etanol divida pela carga 
do fragmento que, no caso, é 1). A limitação na gama de amostras que podem ser 
analisadas por El promoveu o desenvolvimento de outras técnicas de ionização. Como 
seria possível analisar substâncias polares, de alta massa molecular ou substâncias 
já carregadas? E substâncias de baixa estabilidade térmica? Para contemplar esses 
outros tipos de amostra, atualmente a técnica de ionização mais utilizada é a ionização 
por spray eletrolitico (electrospray, ESI). 


e lonizacao por spray eletrolítico (ESI): nessa técnica de ionização, a amostra é dissol- 
vida em uma solução de pH ácido (que deve protonar a amostra, conferindo a ela 
cargas positivas, dependendo do número de prótons) ou básico (que deve abstrair 
prótons, gerando cargas negativas na amostra), gerando as espécies carregadas em 
solução. Para espécies já carregadas, como compostos de coordenação, nem sempre 
é necessário acidificar ou alcalinizar a solução, pois a dissociação dos compostos em 
seus cátions e ânions já origina espécies carregadas. Em seguida, é gerado um spray 
eletrolítico a partir da solução de amostras no qual, de maneira simplificada, o tamanho 
das gotas se torna tão pequeno que essas gotas entram em colapso por repulsão ele- 
trostática das espécies carregadas de soluto e então este se encontra em fase gasosa 
pela ausência do solvente. 





Com essa técnica de ionização, a gama de substâncias que podem ser investigadas por 
espectrometria de massas se tornou tão grande que hoje é possível fazer até sequenciamento 
de proteínas a partir da técnica. 


Voltemos à molécula de etanol como exemplo. Se dissolvermos etanol em solução de HCI 
diluído obteremos a espécie protonada C,H;OH,*, que fornecerá um pico com relação massa 
carga m/z 47 (IM + H*]). Portanto, pode-se concluir que, quando se utiliza ESI geralmente 
serão observados fragmentos de relação massa carga m/z iguais a [M + nH*]"* ou [M — nH]™. 


É importante ressaltar ainda que, independente da técnica de ionização utilizada, é possí- 
vel interfaciar um analisador por espectrometria de massas com sistemas para cromatografia 
(como equipamentos de cromatografia líquida de alta eficiência ou cromatografia gasosa), 
o que permite a análise de várias substâncias diferentes separadas a partir de misturas em 
amostras reais. 


Separação dos diferentes íons em fase gasosa 


Existem vários tipos de analisadores para a separação e registro dos íons gerados na fonte 
de ionização e suas respectivas relações m/z. No entanto, explicaremos abaixo o princípio de 
funcionamento dos analisadores denominados quadrupolos (Qq) e tempo de voo (ToF, Time 
of Flight), por serem os mais utilizados atualmente. 


De uma maneira geral e simplificada, a trajetória de um fon pelos diferentes compartimen- 
tos do espectrômetro de massa, desde sua geração na fonte de ionização até sua detecção, 
é direcionada pela aplicação de campos magnéticos e/ou elétricos de atração e repulsão de 
modo que íons com diferentes relações m/z chegam ao detector em tempos diferentes. 


Imaginemos um sistema de três coordenadas x, y e z no espaço. Os quadrupolos podem 
ser descritos como quatro tubos alinhados na direção z, aos quais se aplica uma radiofrequên- 
cia simultaneamente a uma voltagem. Os íons que entram no quadrupolo movimentam-se na 
direção z dos pólos, porém, em consequência da aplicação da voltagem e da radiofrequência, 
adquirem um padrão de oscilação nas direções x e y que é diferente para cada íon em função 
da sua relação m/z. Para uma dada condição de relação radiofrequência/voltagem aplicada, 
apenas um íon passará pelo quadrupolo sem ser perdido por colisão com as paredes dos 
pólos, e assim esse fon é selecionado até sua chegada ao detector. Em seguida, as condições 
de radiofrequência e voltagem aplicada são modificadas (mantendo a relação entre os dois 
constantes), um segundo fon será selecionado em função de sua relação m/ze assim por diante. 


Uma evolução dos equipamentos baseados em quadrupolos foi o desenvolvimento da 
técnica de ion trap ou, traduzindo, armadilha de íons (embora o termo em inglês seja mais 
empregado). Nos equipamentos Qq — ion trap (os mais comumente acoplados a cromatógra- 
fos a gás), os fons são acumulados em um compartimento (trap) por um intervalo de tempo da 
ordem de ms (milisegundos) e, em seguida, são acelerados ao longo do quadrupolo (eixo z) 
para o detector com diferentes velocidades em função de sua relação m/z. 


Por fim, um último incremento que será tratado neste capítulo, foi o desenvolvimento do 
analisador do tipo time of flight (ToF, ou tempo de voo), introduzido nos espectrômetros de 
massa modernos. Nesse tipo de equipamento (normalmente acoplados a analisadores qua- 
drupolos com ion trap), os fons são submetidos a uma voltagem adicional em um tubo de 
cerca de 1 m de comprimento e, sob efeito desta voltagem, são acelerados com diferentes 
velocidades em função de sua relação m/z. Portanto, a base de operação dos equipamentos 
Qaq-ToF está na dispersão temporal dos fons gerados na fonte e acumulados no trap. Atente 
para a diferença no movimento imposto aos íons nos diferentes compartimentos do espectrô- 
metro: no quadrupolo há indução de uma oscilação nas direções x-y enquanto no tubo para 
registro do ToF há uma aceleração linear. 








Relação massa/carga (m/z) e identificação do íon molecular 


Conforme já mencionado, as substâncias presentes em uma dada amostra podem ser 
identificadas por meio do registro de valores de m/z que se relacionam com a massa da 
substância e a carga do fon gerado na fonte de ionização. No caso de El, a remoção de 
elétrons pode gerar íons de carga +1, +2 e assim por diante; no caso da fonte por ESI em 
um equipamento operando em modo positivo, além da massa da substância em questão, é 
necessário somar a ela o número de prótons associados à molécula original para a formação 
do íon positivo. Esse fon positivo gerado por protonação pode ser chamado de aduto em fase 
gasosa que, de modo geral, pode ser definido como a molécula em questão associada a uma 
segunda espécie química, por exemplo, próton ou um fon Na*. Este último exemplo de aduto 
é bastante comum e implica a soma de 23 unidades de massa à massa da molécula que se 
pretende detectar. 


O íon molecular pode ser definido como aquele que corresponde à massa da substância 
intacta que se quer determinar, dividida pela carga do íon em fase gasosa. Embora pareça 
óbvio, é preciso defini-lo, pois pode ocorrer o fenômeno chamado de fragmentação na fonte, 
o que consome a molécula original e pode chegar ao limite de impedir a detecção do íon 
molecular. 


A fragmentação implica a quebra da estrutura original em partes ou fragmentos menores 
que originarão um número maior de fons em fase gasosa a partir de uma mesma espécie quí- 
mica original. Usando novamente o exemplo do etanol (massa molecular 46), este pode sofrer 
fragmentação e gerar, por exemplo, os fragmentos C,Hs* (massa 29) e o radical OH- (massa 
17). Se a extensão dessa fragmentação for total, não será detectado o íon molecular e sim os 
picos correspondentes a esses fragmentos. 


O fenômeno da fragmentação pode ser de grande valia na caracterização estrutural de 
substâncias, uma vez que um dado padrão de fragmentação deve ser característico de uma 
dada espécie em investigação e não de outras, além de trazer informação sobre a força 
relativa das ligações presentes na molécula, ou seja, a análise dos diferentes pontos de 
clivagem de uma molécula pode trazer esse tipo de informação. Em função desse interes- 
se, a fragmentação pode ser induzida em um espectrômetro de massas em experimentos 
conhecidos como CID (collision induced dissociation). Nesses experimentos, normalmente 
promove-se colisões entre o fon molecular e espécies inertes como Ar, promovendo a frag- 
mentação do primeiro. 


Massas moleculares e massas moleculares exatas 


Os valores de massa molecular que normalmente são utilizados em cálculo estequiomé- 
trico e que são números inteiros se constituem em um somatório da média ponderada dos 
valores de massa dos isótopos de cada elemento químico que compõe determinada molé- 
cula. No caso de medições instrumentais quantitativas, como as feitas na espectrometria de 
massas, esses valores não são suficientemente bons para a análise espectral e distinção de 
diferentes espécies químicas. Por exemplo: a massa molecular do CO e do N, é a mesma, e 
vale 28 . Portanto, é necessário o uso de valores de massa molecular exata como parâmetro 
descritivo em espectrometria. A massa molecular exata é o somatório dos valores de massa 
do isótopo mais abundante de cada elemento que constitui a molécula sob investigação, e 
não mais uma média de todos os isótopos. No caso do exemplo acima, a massa molecular 
exata do CO é 27,9949 e a massa molecular do N, é 28,0061, parâmetro este que torna as 
duas espécies distinguíveis. Porém, a medição da massa com esse grau de precisão implica 
no uso de espectrômetros de alta resolução, como é o caso do analisador do tipo ToF. 





Biblioteca de fragmentos 


As chamadas bibliotecas de fragmentos constituem-se na reunião de informação de mas- 
sas moleculares exatas para um grande número de fragmentos possíveis, ou seja, para um 
grande número de fórmulas possíveis originadas de diferentes combinações de elementos 
como carbono, hidrogênio, oxigênio, nitrogênio e assim por diante. Normalmente esse tipo de 
informação é apresentado na forma de tabelas. O objetivo de se coletar e tabelar um grande 
número de relações m/z é facilitar a atribuição espectral. Portanto, a partir do uso de tais tabelas 
o usuário pode identificar uma perda de massa em um espectro de massas e associá-la à fór- 
mula de alguns fragmentos possíveis, já estabelecidos anteriormente. Essas tabelas podem ser 
encontradas em literatura especializada, como algumas das citações ao final deste capítulo. 


O espectro de massas e sua atribuição 


Em última análise, um espectro de massa é um registro das relações m/z dos fons presentes 
em fase gasosa em função das suas intensidades relativas. Relembrando ainda que a existên- 
cia de isótopos gera o surgimento de picos com diferença no valor de m/z de poucas unidades 
de massa, como M + 1, M + 2 e assim por diante. A intensidade relativa dos picos observados 
está relacionada com a abundância de um determinado íon na fase gasosa. O pico mais intenso 
observado em um espectro é chamado de pico base e a ele é atribuído o valor de 100% de 
intensidade. A intensidade dos demais picos é calculada em comparação com esse valor. 


A Figura 4.4 trás o espectro de massas do nosso exemplo anterior, o antibiótico ciproflo- 
xacino. O espectro foi registrado em modo positivo, com fonte de ionização ESI a partir de 
solução metanólica acidificada com ácido fórmico. 
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GTN Espectro de fragmentação ESI MSMS do ciprofloxacino registrado no Laboratório de 
Atividade Biológica de Compostos de Coordenação da FCFRP-USP. 


Pode-se observar no espectro ESI-MS que o pico mais intenso (pico base) corresponde 
ao valor experimental de m/z 332,1400. Calculando a massa molecular exata da molécula 
de ciprofloxacino (cipro, C,,H,,0,N.F) mais um próton, [cipro +H*]*, chega-se ao valor de 
332,1410, permitindo a atribuição do espectro, que mostra a molécula de ciprofloxacino pro- 
tonada intacta em fase gasosa (fon molecular). 


A Figura 4.5, por sua vez, mostra o experimento de fragmentação (MS/MS) do íon molecular 
m/z 332,1410, marcado com um losango nos espectros. Quando se promove a colisão para 
fragmentação com energia de 5eV, observa-se a formação de dois novos fragmentos com 
m/z 314,1302 e 288,1508. Na fragmentação com 10eV observa-se um maior consumo do fon 
molecular em m/z 332,1410 e formação de maior quantidade do fragmento em 288,1508. Se 
imaginarmos a perda de dois átomos de hidrogênio e um átomo de oxigênio (provavelmente 
na forma de uma molécula de H,O) do ciprofloxacino, chegamos ao valor de m/z 314,1305, 
compatível com o fragmento observado em m/z 314,1302. Da mesma forma, a perda de uma 
molécula de CO, gera um fragmento em m/z 288,1512, compatível com o observado experi- 
mentalmente em m/z 288,1508. 


Análise térmica e análise térmica diferencial 


No que tange a análise térmica, este capítulo abordará os seguintes tópicos: perda de 
massa por decomposição térmica das substâncias; mudança de fase; preparação de amostra 
e influência da atmosfera e porta-amostra empregados no experimento de termogravimetria; 
isotermas e rampas de aquecimento; interpretação do termograma (TG) e de sua forma deri- 
vada (DTG); cálculo das porcentagens de perda de massa e do número de mols de produtos 
formados e/ou resíduos. 





As análises térmicas se referem a um conjunto de técnicas que envolvem a análise das 
modificações físicas e/ou químicas causadas pelo calor em uma dada amostra, enquanto a 
substância em questão é submetida a uma programação controlada de variação de tempera- 
tura, sob atmosfera também controlada. Essas alterações são medidas em função da variação 
de temperatura ou do tempo. Existem vários experimentos possíveis, porém, no escopo deste 
capítulo abordaremos exclusivamente os experimentos de TG (análise termogravimétrica) e 
DTA (análise térmica diferencial). 


Na termogravimetria, técnica comumente chamada TG, registra-se variações na massa 
de uma substância em função do tempo ou da temperatura, enquanto essa substância está 
submetida a uma variação controlada e preestabelecida de temperatura, sob uma atmosfera 
também controlada. É comum apresentar o termograma em sua forma derivada, o chamado 
DTG: trata-se da apresentação do termograma após um tratamento matemático que implica em 
sua derivada, de modo que a derivação da curva TG transforma suas inflexões em picos, a par- 
tir dos quais é mais fácil a obtenção de informações. Sendo assim, uma das principais funções 
da análise TG/DTG é apurar a estabilidade térmica de uma substância em uma dada atmosfera. 


Sua variante mais próxima, DTA ou análise térmica diferencial, implica no estudo das va- 
riações de temperatura e seus efeitos na amostra de interesse de modo diferencial, ou seja, 
em relação a um material inerte submetido às mesmas condições de análise do analito. Em 
outras palavras, a diferença de temperatura entre o analito e o material de referência é medida 
enquanto ambos são submetidos a um programa controlado de variação de temperatura. 


Nesse tipo de experimento, a temperatura do analito e da referência se mantém igual até 
que ocorra algum processo físico ou reação química com o analito. 


Se o processo ou reação for exotérmico, a temperatura da amostra ficará maior que a da 
referência em um dado intervalo de tempo e a curva DTA registrará um pico normalmente vol- 
tado para cima. Por outro lado, se houver a ocorrência de um processo endotérmico, haverá 
o registro de um pico na curva DTA voltado para baixo. 


Amostra e influência da atmosfera e do porta-amostra utilizados no experimento de TG 


A variação na temperatura imposta à substância em análise, bem como a atmosfera uti- 
lizada, tem implicações nas reações que poderão ocorrer com ela. Por exemplo: o uso de 
atmosfera de ar, rico em Ox} Promove reações de oxidação em maior extensão do que o uso 
de atmosfera inerte como Nz). 


Por outro lado, é preciso evitar que ocorra qualquer tipo de reação entre a substância ana- 
lisada e o recipiente que a contém. Em experimentos de TG, a amostra é analisada em estado 
sólido, usando-se em geral uma quantidade da ordem de alguns miligramas da amostra. O 
recipiente que contém a amostra é chamado de cadinho, e tem dimensões pequenas, com- 
patível com a quantidade que se analisa de cada vez. Os mais utilizados são os de alumina 
ou platina, dada sua alta estabilidade térmica e inércia química. 

São vários os processos que podem acontecer ao longo de um experimento TG e estes 
podem ter natureza química ou física. Abaixo são apresentados alguns exemplos. 

e Processos químicos: vários processos podem acontecer, abaixo são citados alguns 

exemplos selecionados. 


— Perda de massa por decomposição térmica: em moléculas orgânicas, compostas 
por átomos de carbono, hidrogênio e oxigênio, a decomposição é muito comum, 
com formação de espécies voláteis como água, monóxido e dióxido de carbono etc. 


— Reações de calcinação: as reações de calcinação são aquelas em que ocorre a 
oxidação do analito com formação de óxidos sólidos. 








— Reações de oxidação com formação de produtos voláteis, principalmente quando a 
atmosfera utilizada no experimento contém oxigênio. 


— Reações químicas em estado sólido assistidas pela alta temperatura do forno. 


e Processos físicos: do mesmo modo que os processos químicos, vários podem aconte- 
cer e abaixo são citados alguns exemplos selecionados. 


— Mudanças de fase como fusão, sublimação, vaporização. 
— Transição vítrea. 
— Adsorção e dessorção de gases. 


Isotermas e rampas de aquecimento 


Quando falamos em programas de variação de temperatura controlados, nos referimos a 
uma programação preestabelecida que fornecemos ao equipamento, por meio do controla- 
dor de temperatura, para cada análise em particular. Esses programas de aquecimento são 
normalmente compostos, ao longo do tempo do experimento, por intervalos de isotermas e 
por intervalos com rampa de aquecimento. Em um experimento de TG, a isoterma se refere 
a um intervalo de tempo em que a temperatura do forno é mantida constante. Normalmente 
esse intervalo é utilizado quando se atinge uma temperatura na qual ocorre um determinado 
processo de interesse, como uma reação química. Já as chamadas rampas de aquecimento 
são intervalos de tempo nos quais a temperatura do forno aumenta a uma taxa constante, por 
exemplo, 10 °C/s (s = segundo), sendo esse o valor mais utilizado. Entretanto, uma ferramenta 
para aumentar a resolução do termograma é estabelecer uma taxa de aquecimento mais 
lenta, como por exemplo, 1 °C/s. 


Utilizando valores experimentais de porcentagens de perda de massa para calcular 
o número de mols de produtos formados e/ou resíduos 


A análise quantitativa de um termograma é possível com uma boa dose de cálculo este- 
quiométrico. Para exemplificar, a Figura 4.6 mostra o termograma de uma substância hidra- 
tada de massa molecular 1.205. 
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GEAN Termograma de substância hidratada de massa molecular 1.205. 





Observa-se nesse termograma uma perda inicial de massa de 6% em temperatura ao redor 
de 100 °C. Em função da temperatura de ebulição da água ser próxima desse valor, pode-se 
tentativamente atribuir esse processo à desidratação da molécula em questão: 6% (que foi 
perdido no experimento de TG) do valor da massa molecular da substância corresponde ao 
valor de 72,3 unidades de massa. Se dividirmos 72,3 pelo valor da massa molecular da água 
(18), obteremos um valor muito próximo de 4 (4,01) o que nos mostra que a substância em 
questão apresenta 4 moléculas de água de hidratação. 


Termobalança 


As termobalanças são equipamentos relativamente simples, constituídos basicamente de: 
e Microbalança: para registro das variações de massas. 


e Forno: para promover o aquecimento da amostra e que geralmente operam de 0 °C até 
mais de 2.500 °C. 


e Controlador de temperatura: os controladores comuns operam em uma taxa de aque- 
cimento que pode variar de 1 °C/s até 50 °C/s, sendo que sua característica mais 
importante é a manutenção da linearidade, ou seja, constância ao longo do tempo no 
incremento de temperatura programado. 


e Termopar: é o dispositivo que efetivamente registra as variações de temperatura ao 
longo do experimento. 


e Sistema para entrada e saída de gases: para controle da atmosfera e purga de gases 
gerados durante o experimento. 


Análise de um termograma 


A Figura 4.7 apresenta o termograma (TG) bem como a curva DTA do antibiótico ciproflo- 
xacino em sua forma seca (sem moléculas de água de hidratação) e zwitteriônica. O termo- 
grama foi obtido em atmosfera inerte de Ns, como uma única rampa de aquecimento à taxa 
de 10 °C/s. 
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Curva TG/DTA do ciprofloxacino registrado no Laboratório de Atividade Biológica de 
Compostos de Coordenação da FCFRP-USP. 








Pode-se observar que, no inicio do termograma (até 150 °C), nao ocorre perda de mas- 
sa por desidratação, mostrando que a amostra se encontrava realmente seca. Em seguida, 
podem-se observar dois processos principais de perda de massa: um com pico na curva 
DTA ao redor de 400 °C e 68% de perda de massa e outro com pico ao redor de 620 °C e 
perda de 12% de massa. Ambos mostram a decomposição térmica do antibiótico que ocorre, 
principalmente por perda de moléculas de H,O, CO, e HF. É importante notar que a perda 
de massa total não corresponde a 100%, mostrando que nem toda a amostra foi decomposta 
formado produtos voláteis, mas que há sobra de resíduo sólido. 


A segunda informação valiosa que o experimento nos mostra é a ocorrência de um pico 
centrado em 272 °C na curva DTA, porém sem uma perda de massa correspondente na curva 
TG. Esse pico certamente se refere a um processo físico que ocorre com a amostra, tendo 
sido atribuído à fusão do antibiótico. 
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Estudo de caso 


A espectroscopia de infravermelho próximo (abreviada como NIR segundo a 5º edição da 
Farmacopeia brasileira, em função da expressão em inglês near infra-red) é uma técnica es- 
pectroscópica utilizada em diversas indústrias, que vem sendo aplicada com mais ênfase na 
indústria farmacêutica nas duas últimas décadas. Experimentos baseados na espectroscopia 
de infravermelho próximo são rápidos, simples de serem executados, possibilitam a análise 
de uma ampla gama de materiais, não são destrutivos e, do ponto de vista da química analíti- 
ca, apresentam robustez, exatidão e precisão adequados. A espectroscopia de infravermelho 
próximo compartilha a mesma base conceitual da espectroscopia de infravermelho conven- 
cional, focando, contudo, a aquisição de espectros na faixa entre 4.000 e 12.500 cm~. Nessa 
região, grupos funcionais tais como —CH, -NH, -OH e -SH apresentam absorção e permitem, 
portanto, a identificação ou determinação de umidade, gorduras, proteínas e carboidratos. 


Entretanto, os espectros NIR apresentam predominantemente bandas originadas em 
harmônicos e bandas de combinação, gerando picos de menor intensidade e espectros 
complexos quando comparados com espectros na região do MIR (infravermelho médio, téc- 
nica convencional). Sendo assim, a análise do espectro experimental implica, de modo geral, 
em tratamentos matemáticos que envolvem modelos de análise e calibração multivariada 
(principalmente regressão de mínimos quadrados parciais), procedimentos estes pertinen- 
tes à quimiometria. 





Uma aplicação potencialmente interessante para nossa abordagem é a análise de 
matérias-primas, que pode inclusive ser realizada in situ, através do uso de fibras ópticas. 
De modo geral, amostras dos materiais recebidos são analisadas pela técnica, que permite 
identificar seus componentes (e, portanto, a pureza de uma determinada amostra) a partir da 
comparação com espectros vibracionais de padrões (necessário acesso a uma biblioteca es- 
pectral) e também permite quantificar diferentes componentes com a análise espectral a partir 
da calibração multivariada. Uma biblioteca de espectros para análise de uma determinada 
substância, para ser aplicável, pode ser construída a partir da coleta de dois espectros de um 
produto, a partir de dois produtos de cada lote, em um mínimo de três lotes diferentes. Isso 
implica que cada produto está representado na biblioteca em um mínimo de 12 espectros 
diferentes. 


Caso: A dimeticona, ou polidimetilsiloxano, é o princípio ativo de medicamentos utilizados 
predominantemente contra flatulência. Sua matéria-prima mais comum é a simeticona 
100%, uma blenda (ou mistura) que contém cerca de 95% de dimeticona e 4 a 4,5% de 
sílica. A partir desta, gera-se uma outra matéria-prima denominada simeticona emulsão 
30%, que é a simeticona 100% emulsionada em água. A Figura 1 apresenta a estrutura 
da dimeticona, bem como um espectro de infravermelho próximo coletado a partir de 
um lote de simeticona emulsão 30%. Com o uso da tabela de frequências apresentadas, 
correlacione os grupos funcionais presentes na estrutura da dimeticona e procure verificar 
se esse princípio ativo está presente no lote de simeticona monitorado a partir do espectro 
apresentado. 





Dados: 
Estrutura da dimeticona: 


HC —Si+ OSi CH; 
l 


Tabela de Frequências (adaptada de Foss, 2002): 
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GETTER Espectro NIR de um lote de simeticona emulsão 30% (Adaptado de Acunha, 2008). 
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Resposta: Observa-se no espectro NIR acima a presença de bandas largas nas regiões 
de 1.200 a 1.300 nm; 1.550 a 1.700 nm; e 2.200 a 2.800 nm. Em todos os casos pode- 
se atribuir essas frequências como harmônicos de vibrações dos grupos metila (CH). 
As bandas mais resolvidas em 1.740 nm e 1.785 nm também correspondem a vibrações 
dos grupamentos metilas. Já a banda larga entre 1.800 e 1.900 nm pode ser atribuída a 
absorções da água presente na amostra. As vibrações do grupo siloxano (-OSi-) ocorrem, 
na faixa NIR, tipicamente acima de 2.600 nm, portanto fora da faixa de comprimentos de 
ondas coletadas no espectro observado. 


Pelo exposto acima, pode-se concluir que há presença de dimeticona no lote monitorado. 
Entretanto, é importante ressaltar que para uma análise qualitativa mais rigorosa é neces- 
sária a construção de uma biblioteca de espectros de simeticona, conforme os critérios 
expostos no texto acima, e para análises quantitativas é necessário tratamento de dados 
com uso de calibração multivariada. 
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OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo, o leitor encontrará, de forma clara e sucinta, uma breve discussão sobre as 
técnicas analíticas instrumentais absorção atômica e espectrofotometria UV-VIS, relacionadas 
ao controle de qualidade de medicamentos. Assim, os leitores terão uma noção geral dessas 
técnicas, considerando suas limitações e vantagens. 


INTRODUÇÃO 


Em se tratando de medicamentos, é imprescindível estabelecer padrões ou níveis de 
qualidade de cada produto, a fim de garantir que o medicamento que será utilizado pelo 
paciente seja efetivo e seguro quanto às suas características funcionais. Os ensaios analíticos 
avaliam a conformidade do medicamento, bem como de toda matéria-prima envolvida em seu 
preparo, frente às especificações estabelecidas. Nesse âmbito, diversas técnicas analíticas 
são empregadas para caracterização física e química do produto final e/ou da matéria-prima. 
A absorção atômica e a espectrofotometria na região do ultravioleta e visível são exemplos 
de técnicas instrumentais que têm sido amplamente utilizadas na área farmacêutica para 
determinações qualitativas e quantitativas, na caracterização e quantificação de fármacos, 
impurezas e produtos de degradação. 





A natureza da radiação eletromagnética e sua interação com matéria são amplamen- 
te estudadas na química analítica. A espectroscopia avalia essa interação por meio da 





quantidade de radiação produzida ou absorvida pelas moléculas, fons ou átomos. Os mé- 
todos são classificados de acordo com a faixa do espectro eletromagnético envolvida na 
análise. 


A luz visível cobre uma pequena parcela da faixa espectral. O espectro, dependendo do 
comprimento de onda e da frequência, é dividido em raios gama, raios X, ultravioleta, visível, 
infravermelho, micro-ondas, ondas de rádio e frequência audível. Conforme apresentado no 
Capítulo 4, a luz se comporta como um campo elétrico e magnético que oscilam alterna- 
damente, podendo ser descrita tanto em termos de partículas como em termos de ondas. 
Devido a essa dualidade da energia radiante, torna-se necessário compreender algumas 
propriedades pertinentes da onda tanto quanto seu conceito de energia (fótons). 


Em termos de ondas, a distância entre uma crista a outra crista adjacente é denominada 
Comprimento de onda (A). A frequência (v) corresponde ao número de ondas que passam 
por um determinado espaço de tempo (ondas por segundos ou hertz). A frequência é de- 
terminada pela fonte que emite e independe do meio que atravessa. Já a velocidade de 
propagação (vi) depende do meio que a radiação atravessa e da frequência. No vácuo, a 
luz se move com sua velocidade máxima (velocidade da luz no vácuo c = 2, 998 x 10!m/s). 
Em outros meios a velocidade é menor devido à interação do campo eletromagnético com 
o meio (Fig. 5.1). 

A energia eletromagnética luminosa, quando descrita como partícula, é caracterizada pela 
energia dos fótons. Essas partículas transportam quantidades de energia distintas que estão 
relacionadas com as características de cada radiação. A radiação micro-ondas estimula o 
movimento rotacional das moléculas, já a radiação infravermelha estimula a vibração das 
moléculas. A luz visível e a radiação ultravioleta quando absorvidas estimulam a transferência 
de elétrons para orbitais de maior quantidade de energia. 


A energia de um fóton é proporcional à sua frequência. O aumento da frequência é cor- 
relacionado ao maior número de ondas que passam por segundo e assim maior energia é 
transportada. A relação entre o comprimento de onda, a energia e a frequência é descrita de 


acordo com as equações 5.1 e 5.2, abaixo: 
he 
E=— E=hv 
À 


onde E é a energia de um fóton e h corresponde à constante de Planck (= 6,626 x 10º J/s). 
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EKETEERA Esquema da propagação da onda. 








Exemplo: Calcule a energia em quilojoules por mol de um fóton de radiação visível de compri- 
mento de onda de 620 nm. 


_ (6,626x10]s)x(2,998x 10°m/s) 


= =3,2x107" J/molécula 
620x10°m 


E 





E =(3,2 x 107? J/molécula) x (6,022 x 10? molécula/mol) = 193 kJ Mol”! 


Essa energia, ao atravessar uma solução contendo átomos e moléculas, pode interagir 
com os elétrons e ser absorvida. O átomo ou molécula passa do estado fundamental para 
um estado de maior energia ou “estado excitado”. No estado excitado o analito é altamente 
instável. Após absorver a radiação, o elétron sofre relaxação e a energia em excesso é libe- 
rada, e assim o analito retorna ao seu estado fundamental (nível de energia mais estável). Na 
espectroscopia de absorção é medida a atenuação da radiação em função do comprimento 
de onda, sendo que cada elemento químico tem estrutura eletrônica e níveis de energia dife- 
renciados, além de possuir uma energia de ionização característica. 


Dessa forma, considerando P, a potência da radiação incidente e P a potência da radiação 
transmitida, a potência da radiação transmitida decai exponencialmente com o aumento do 
caminho percorrido na solução e com o aumento da concentração (Fig. 5.2). A transmitância 
(T) dessa amostra corresponde à razão de luz que atravessa a amostra, conforme apresenta- 


do na equação 5.3, abaixo: 
P 


T=— 
Po 


Segundo Lambert-Beer, a intensidade da radiação eletromagnética diminui exponencial- 
mente com o aumento da espessura do meio absorvente. Beer observou a relação existente 
entre a transmissão e a concentração do meio onde passa o feixe de luz, determinando que 
a intensidade de um feixe de luz monocromático diminui exponencialmente com o aumento 
da concentração da substância absorvente. Dessa forma, a lei de Lambert-Beer, também 
conhecida como Lei de Beer, estabelece a razão quantitativa da relação entre a atenuação da 
radiação com a concentração da amostra (C) e a extensão do caminho óptico (b). 


Quanto mais energia uma amostra absorve, menor será a energia transmitida, conse- 
quentemente menor será a transmitância. Essa relação da absorbância com a transmitância 
de uma amostra permite calcular a absorbancia. A absorbância (A) corresponde ao loga- 
ritmo do inverso da Transmitância (T) e é então diretamente proporcional à concentração. 


Po 


GEJ Esquema da potência da radiação incidente e transmitida. 





A absortividade molar (e) corresponde a um valor característico de uma substância; este 
indica a quantidade de radiação eletromagnética que é absorvida num determinado compri- 
mento de onda para aquela substância e é expressa em unidades de Mol L cm~. A equação 
abaixo relaciona todas essas grandezas de acordo com a Lei de Beer: 





PQ 
a aia ak C 


Exemplo: Calcule a absorbância e a transmitância de uma amostra 20 mmol L~ sabendo que 
seu coeficiente de absortividade molar é de 100 e a extensão do caminho óptico é de 1,00 cm. 


A=€b C=(100 Mol L” cm!) x(1,00 cm)x(20x 10? Mol L*) = 2,00 
A=-log” 


Sendo A = 2,00 temos: log, T =-2,00 
rai" =0,01 


A lei de Lambert-Beer é válida para feixes de luz monocromáticos (luz com um único 
comprimento de onda) e amostras suficientemente diluídas. Em amostras concentradas a 
proximidade das moléculas pode interferir em suas propriedades resultando em desvios na 
relação linear da concentração e absorbância e consequentes erros de análise. Essa lei tam- 
bém pode ser aplicada para soluções contendo mais de uma substância desde que não haja 
interação entre elas. 


ESPECTROSCOPIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA 


Introdução 


A espectrometria de absorção atômica é empregada principalmente em análises quan- 
titativas de metais. Possui alta seletividade, sendo capaz de detectar traços de elementos 
na amostra a ser analisada (concentrações na ordem de ppm ou ppb). Na espectrometria 
atômica a determinação dos analitos é feita em meio gasoso. 


No processo de análise, a amostra é volatilizada e decomposta a átomos (atomização) por 
uma chama ou por um forno aquecido eletricamente. A absorção da radiação em frequências 
bem definidas gera espectros de absorção típicos do elemento que está sendo analisado. O es- 
pectro obtido é constituído por linhas finas. Essa propriedade da absorção atômica torna essa 
técnica muito seletiva; e com isso praticamente não existe sobreposição de espectros de ele- 
mentos diferentes em uma mesma amostra. A diferença entre a quantidade de radiação emitida 
pela fonte e a quantidade de radiação que chega ao detector é proporcional à concentração 
de átomos no estado gasoso. O espectrofotômetro de absorção atômica consta de uma fonte 
emissora de luz, sistema de nebulização-combustão da amostra e do sistema de detecção. 


Instrumentação 


Sistema nebulizador-atomizador 


No sistema mais convencional, a chama é responsável por transformar os fons e molécu- 
las em átomos livres no estado fundamental. Assim, uma solução da amostra é transferida e 
nebulizada por um fluxo gasoso que alimenta a chama. Após ser misturada com um combus- 
tível gasoso, é levada à chama onde ocorre a atomização. Cerca de 5% da amostra inicial 
atinge a chama. Existem vários tipos de combustíveis e oxidantes usados em espectrometria 








de absorção atômica. O ar, utilizado como oxidante, permite temperaturas em geral de 1.700 
a 2.400 °C. A combinação de acetileno com ar e de óxido nitroso com acetileno são as mais 
empregadas nessa técnica. A combinação do combustível e oxidante, bem como o fluxo de 
gás aplicado na técnica, devem ser cuidadosamente escolhidos de acordo com a dificuldade/ 
facilidade de atomização da amostra. 


A atomização por atomizadores eletrotérmicos (ou fornos) necessita de menor quantidade 
de amostra e garante maior sensibilidade, pois toda a amostra injetada é atomizada. A amostra 
é colocada no forno por meio de uma seringa ou um auto-amostrador. Posteriormente ocorre 
a evaporação do solvente, seguida pela pirólise da matéria orgânica presente na amostra e 
posterior atomização da amostra. O aquecimento do forno ocorre em três ou mais etapas, 
além disso, exceto na etapa de atomização, o forno é mantido sob fluxo de um gás inerte, 
impedindo a entrada de ar externo e eliminando vapores gerados pela matriz. Ao final de cada 
análise, o forno é purgado com esse gás para evitar possíveis contaminações nas análises 
seguintes (efeito memória). O atomizador eletrotérmico de tubo de grafite consiste em um 
tubo cilíndrico de grafita e que circunda a amostra. Este confina a amostra por um tempo 
superior à atomização por chama, dispondo assim de maior sensibilidade. Em contrapartida, 
o forno de grafite exige maior habilidade de quem opera o equipamento. 


Fonte emissora de radiação eletromagnética 


A fonte emissora de radição deve garantir um espectro de emissão composto por linhas 
estreitas do elemento de interesse e sem radiação de fundo, uma vez que os átomos ab- 
sorvem radiação eletromagnética em comprimentos de onda muito específicos e, segundo 
os principios da lei de Beer, a largura da linha da fonte de radiação deve ser menor que a 
da linha da absorção da amostra. Nesse sentido, duas fontes vêm sendo empregadas em 
absorção atômica: as lâmpadas de cátodo oco e as lâmpadas de descarga sem eletrodos. 


A lâmpada de cátodo oco é a fonte mais utilizada nessa técnica. Essas lâmpadas são 
fontes de radiação eficientes e econômicas para a maioria dos elementos determinados por 
absorção atômica. Essas fontes têm fomato cilíndrico, totalmente oco e sua janela por onde a 
radiação passa é feita de quartzo. O cátodo é construido do metal que se deseja o espectro. 
O ânodo e o cátodo são selados em uma cápsula de vidro preenchida com um gás inerte a 
baixa pressão, geralmente neônio ou argônio. Algumas lâmpadas de cátodo oco possuem 
uma liga de metal contendo mais de um elemento, sendo possível assim utilizá-la na determi- 
nação de diversas espécies. 


Alâmpada de descarga sem eletrodos, também empregada nessa técnica, emite radiação 
mais intensa do que as lâmpadas de cátodo oco. Essa emissão mais intensa confere maior 
precisão e sensibilidade às análises devido à melhora na razão sinal/ruído. Elas produzem 
espectros intensos, de linhas estreitas, com pouca autoabsorção. 


Monocromadores 


Em absorção atômica, o monocromador é posicionado após o sistema de atomização. 
Dessa forma, o monocromador isola a linha espectral de maneira que as outras linhas ou 
radiação emitida por outras espécies no meio não alcancem o detector. 


Sistema de detecção 


Este é responsável por responder ao sinal elétrico gerado a partir da energia não ab- 
sorvida pela amostra, gerando um sinal proporcional à intensidade da radiação transmitida. 
Existem diversos sistemas de detecção, entre eles podemos citar os fototubos, os tubos 





fotomultiplicadores e os dispositivos de carga acoplada (CCD). Entre esses, o mais comum 
encontrado em equipamento para absorção atômica é o tubo fotomultiplicador. No tubo foto- 
multiplicador a corrente elétrica é amplificada por meio de choques dos elétrons com dinodos. 
Essa corrente elétrica amplificada gera um sinal que corresponde à medida da atenuação da 
luz sofrida na amostra. 


Absorção de fundo em absorção atômica 


A absorção de fundo na espectrometria de absorção atômica pode ser causada por par- 
tículas presentes na chama ou por fragmentos da matriz da amostra. Essas espécies podem 
absorver radiação e causar erros nas medidas. A interferência da absorbância de fundo deve 
ser determinada e subtraída do total absorvido. Para solucionar o problema é utilizada uma 
lâmpada acessória que emita um espectro contínuo, como a lâmpada de deutério. Em mo- 
mentos distintos, incide na amostra a luz da lâmpada de cátodo oco e em outro o sinal da 
lâmpada de deutério. A absorção do espectro contínuo da lâmpada de deutério é pequena, 
o analito absorve pouquíssimo do espectro contínuo, e essa absorção corresponde a uma 
estimativa da absorbância de fundo. Esse método não é eficaz para elementos com linhas 
na região do visível porque a intensidade da lâmpada de deutério utilizada para correção do 
fundo é muito baixa. 


Outras formas de correção de fundo são a correção de Zeeman e o sistema de Smith- 
Hieftje. O primeiro é utilizado principalmente em atomizadores eletrotérmicos. Nessa correção 
de Zeeman, um campo magnético separa as linhas espectrais em componentes com diferen- 
tes características de polarização. Já o sistema de Smith-Hieftje, ou correção de fundo com 
lâmpada de cátodo oco pulsada, analisa a absorção total em correntes baixas e elevadas, 
baseando-se no princípio da autoabsorção. A absorbância total (absorbância do analito + 
absorbancia do fundo) é medida durante o pulso de corrente baixa. Já na corrente alta, a 
linha de emissão é mais larga e seu centro pode ser autoabsorvido e a leitura da absorbância 
do analito é atenuada. Dessa forma, a medida durante o pulso de corrente alta fornece uma 
estimativa da absorbância de fundo. 


As interferências são fatores que podem modificar o sinal da análise sem alterar a concen- 
tração da amostra. As principais interferências observadas nessa técnica são: interferência 
espectral, química e de ionização. 


Interferência espectral 


A sobreposição de linhas espectrais, apesar de raras, pode causar uma interferência 
na análise. Por exemplo, uma linha de mercúrio pode interferir na linha de vanádio, cujos 
comprimentos de onda são 253,652 nm e 253,649 nm respectivamente. Outro exemplo de 
possível sobreposição de linha consiste na análise de vanádio e alumínio. Dessa forma, deve- 
-se conhecer os possíveis interferentes presentes na amostra e, nesse caso, selecionar outro 
comprimento de onda para análise do analito de interesse. 


Interferência química 


A interferência química ocorre quando a energia da chama não é capaz de decompor o 
analito em átomos devido à presença de algum componente da amostra, e assim a quan- 
tidade de átomos do analito capaz de absorver é menor, prejudicando a sensibilidade 
da técnica. Para solucionar essa interferência, pode-se (i) adicionar um outro elemento ou 








composto que ira formar um composto termicamente estavel com o interferente, (ii) aumen- 
tar a temperatura da chama, eliminando varias espécies de interferentes quimicos ou (iii) 
extrair o interferente do meio. 


Interferência de ionização 


Essa interferência ocorre quando a energia da chama é muito alta ou o analito em questão 
ioniza muito facilmente. Esse excesso de energia leva o analito a produzir íons, diminuindo 
a população de átomos no estado fundamental na chama. Para solucionar esse problema é 
viável trabalhar com chamas mais frias ou utilizar um supressor de ionização, garantindo que 
a amostra se ionizará menos facilmente. Os metais alcalinos K, Na, Rb e Cs são exemplos de 
supressores de ionização. Esses se ionizam facilmente e tornam a chama rica em elétrons, 
desfavorecendo a formação de cátions. 


Aplicações 


Existem diversos exemplos de procedimentos analíticos descritos que empregam a es- 
pectrometria de absorção atômica no controle de qualidade de amostras como a análise de 
água, solo, saneantes, agroquímicos, alimentos e medicamentos. A ANVISA disponibiliza em 
seu site, o Guia de Procedimentos de Controle de Qualidade de Cosméticos. Nesse guia é 
descrito o método de identificação do zircônio em produtos cosméticos antitranspirantes, 
exceto aerossóis, sendo que o zircônio, depois de ser extraído em meio fortemente ácido na 
amostra, é dosado por espectrofotometria de absorção atômica. 


ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA/VISÍVEL 


A espectrofotometria ultravioleta/visível é um dos métodos analíticos mais usados nas de- 
terminações analíticas em diversas áreas. É amplamente utilizada pelas indústrias farmacêu- 
ticas durante o desenvolvimento analítico, bem como no controle de qualidade das matérias- 
-primas e dos princípios ativos no produto final (medicamento). É utilizada principalmente em 
análises quantitativas. 

Quando a energia eletromagnética atravessa uma solução contendo moléculas presentes 


em uma cubeta (recipiente contendo a solução) parte da radiação pode ser absorvida. A 
quantidade absorvida está relacionada com a concentração da solução. 





A região do espectro correspondente à radiação ultravioleta é considerada de aproxi- 
madamente 200 a 400 nm, e a região do visível entre aproximadamente 400 a 800 nm. A luz 
branca contém todas as cores presentes no espectro visível. A cor aparente de uma substân- 
cia corresponde ao complemento da cor absorvida. Dessa forma, nossos olhos detectam os 
comprimentos de onda não absorvidos pela substância. 


A absorção da radiação envolve a transição dos elétrons da camada de valência. Os 
elétrons compartilhados em ligações simples estão fortemente ligados. Dessa forma a energia 
requerida para essa transição é muito alta (região do ultravioleta no vácuo). Já os elétrons de 
ligações duplas e triplas são facilmente excitáveis pela radiação e a presença desses está 
relacionada com o comprimento de onda no qual uma molécula absorve. Os elétrons não 
ligantes presentes em compostos contendo heteroátomos como nitrogênio, oxigênio, enxofre 
ou halogênio também podem ser excitados. 


As ligações conjugadas geram absorções em maiores comprimentos de onda. Em ca- 


sos de sistemas com muitas ligações conjugadas, por exemplo, o B-caroteno que possui 
onze ligações duplas conjugadas, a absorção se estende a comprimentos de onda maiores, 





atingindo a região do visível. No caso do B-caroteno, que absorve na faixa de 420-480 nm, é 
observada a cor verde-amarelado. 


Denominam-se cromóforos os grupos que absorvem na região do ultravioleta e visível. As 
principais características de uma banda de absorção correspondem à sua posição e intensi- 
dade. O comprimento de onda e a intensidade de absorção dos cromóforos de uma molécula 
são influenciados principalmente pelo solvente e pela estrutura da molécula. A interação de 
diferentes cromóforos presente em uma mesma estrutura também altera o comprimento de 
onda absorvido. 


Grupos como OH, NH, e Cl, são exemplos de grupos auxocromos. Esses grupos, quando 
presentes em uma estrutura, podem alterar o comprimento de onda e a intensidade de absor- 
ção do grupo cromóforo. Além disso, o termo deslocamento batocrômico é utilizado para de- 
finir o deslocamento de uma região de absorção para um comprimento de onda maior. Esse 
deslocamento pode ocorrer devido a alguma substituição ou devido ao efeito do solvente. Já 
o deslocamento hipsocrômico se refere ao deslocamento da absorção para um comprimento 
de onda menor. 


O solvente utilizado em uma análise deve ser capaz de dissolver o analito de interesse e 
não pode absorver na mesma região. Assim, o solvente deve ser transparente na região do 
espectro que o analito absorve. 


Instrumentação 


Basicamente, o equipamento para espectrofotometria consiste em uma fonte de radiação 
eletromagnética, seletor de comprimento de onda, compartimento para as cubetas e detector. 
A fonte de energia emite uma radiação que passa pelo monocromador. Este separa a radia- 
ção em pequenos comprimentos de onda. A radiação passa pela amostra contida na cubeta. 
A radiação não absorvida segue para o detector. 


A potência de energia radiante (P,) que atinge o detector é determinada pela leitura de um 
branco (solvente empregado no preparo da amostra ou reagente). A leitura do branco é feita 
para determinar o zero de absorbância ou o 100% de transmitância da escala do equipamen- 
to, assegurando assim a calibração do zero do equipamento. A leitura da amostra resulta em 
uma energia menor (P = energia radiante da amostra que atinge o detector), pois parte da 
radiação que incidiu foi absorvida pela amostra. A razão entre essas energias corresponde à 
transmitancia (T = P/P,). 

O espectrofotômetro de feixe simples possui apenas um compartimento para amostra. 
Assim, a amostra e o branco precisam ser colocados um por vez no caminho do feixe de ra- 
diação. Esse ajuste inicial do zero com o branco é válido apenas para o comprimento de onda 
no qual este foi efetuado. Ao selecionar outro comprimento de onda, a leitura do branco deve 
ser efetuada novamente. O espectrofotômetro de feixe duplo possui um alternador de feixe e 
dois compartimentos para cubetas (Fig. 5.3). Dessa forma, a radiação incide alternadamente 
na cubeta contendo o branco e na cubeta contendo a amostra de interesse. 


Fonte de radiação 


Uma boa fonte de radiação deve emitir em todos os comprimentos de onda, dentro da 
região espectral utilizada. A potência é outro fator importante a ser observado. Esta deve ser 
constante e suficiente para permitir a sua detecção pelo sistema. 


Na região da radiação visível e do infravermelho próximo, a fonte de radiação mais uti- 
lizada é a lâmpada de tungstênio, que fornece uma radiação constante entre 320 a 2500 
nm e possui temperatura alta próxima a 3.000 K. As lâmpadas de deutério e hidrogênio são 
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empregadas para fornecer radiação na região do ultravioleta. Essas fornecem um espectro 
contínuo na região de 160 a 375 nm. 


Seleção do comprimento de onda 


O uso de monocromadores ou filtros permite restringir a radiação que incide sobre a 
amostra ou sobre o detector, selecionando assim o comprimento de onda que se tem inte- 
resse para a análise. O monocromador consiste de uma fenda de entrada de radiação e uma 
fenda de saída, espelhos e uma rede de difração para dispersar a radiação. O elemento de 
dispersão pode ser um prisma ou uma rede de difração. Essa rede de difração consiste em 
um componente óptico que transmite ou reflete a radiação. A orientação dessa rede selecio- 
na somente uma faixa de comprimento de onda para a fenda de saída do monocromador. 
Instrumentos que empregam policromadores são capazes de medir vários comprimentos de 
ondas ao mesmo tempo. Esses policromadores possuem múltiplas fendas de saída e múlti- 
plos detectores. 


Os filtros também auxiliam nessa seleção do comprimento de onda de interesse. Os filtros 
de interferência são empregados na região do ultravioleta e visível. Esses são projetados 
para passarem o comprimento de onda de interesse e refletirem os demais comprimentos 
de ondas. Os filtros de absorção são mais baratos, simples e mais robustos. Esses podem 
ser empregados apenas na região do visível e consistem de uma placa de vidro colorido que 
absorve a radiação incidente. Como cada filtro pode isolar somente uma única banda, são 
utilizados principalmente quando as medidas são feitas em apenas um comprimento de onda 
e quando é rara a necessidade de alterá-lo. 


Compartimento da amostra 


A cubeta consiste em um recipiente no qual a amostra é inserida. A característica essen- 
cial da cubeta é que o material que a constitui seja transparente na região a ser analisada. Na 
região do ultravioleta utiliza-se quartzo. Já na região do visível podem ser utilizadas cubetas 
de sílica ou poliestireno. As cubetas geralmente possuem 1 cm de espessura. Essa espessura 
corresponde ao caminho óptico. As cubetas devem ser manipuladas com cuidado, evitando 
tocar na superfície das janelas na qual a radiação incide. Sujeira, impressão digital ou até 
mesmo a gordura dos dedos pode atrapalhar a leitura da amostra de interesse. 





Detector 


Para a detecção das ondas eletromagnéticas, a energia radiante que não é absorvida 
pela amostra é convertida em energia elétrica e assim detectada pelo equipamento. O termo 
transdutor se refere ao emprego de um detector que converte quantidades como massa, 
intensidade de luz, pH e temperatura em sinais elétricos. Os transdutores que respondem a 
fótons se baseiam na interação da radiação com uma superfície reativa para produzir elétrons 
ou para levar esses elétrons para níveis energéticos mais elevados, denominados de fotoe- 
missão e fotocondução respectivamente. Os principais detectores de fótons são os fototubos, 
os tubos fotomultiplicadores, os fotodiodos de silício e o arranjo de fotodiodos. 


O fototubo e o tubo fotomultiplicador se baseiam no efeito fotoelétrico. Esses possuem uma 
camada de material fotoemissivo que emite elétrons quando irradiados com luz de energia 
apropriada. Esses elétrons emitidos são atraídos pelo ânodo e fornecem assim uma fotocor- 
rente que é proporcional à potência da radiação incidente. No fotomultiplicador, a fotocorren- 
te produzida é amplificada com o auxílio dos dinodos. Nesses dinodos, cada fotoelétron que 
chega produz vários outros elétrons denominados elétrons secundários. O fotomultiplicador 
possui uma série de dinodos conectados em série. Assim, uma cascata de elétrons é gerada 
e por fim coletada no ânodo. 


Os fotodiodos de silício e arranjo de fotodiodos se baseiam na condutividade do silício. 
O silício é um material semicondutor que quando excitado libera um elétron, e o local onde 
este elétron estava fica positivo (conhecido como vacância ou buraco). O elétron vizinho salta 
para a vacância e assim cria outra vacância. Dessa forma sua condução envolve o movi- 
mento dos elétrons e das vacâncias em direções opostas. Esses fotodiodos respondem a 
radiação incidente gerando uma condutividade que é proporcional à potência da radiação. 
Esses fotodiodos podem ser fabricados lado a lado em um chip de silício, aumentando a 
capacidade de resposta. Com esse arranjo de diodos todos os comprimentos de onda podem 
ser monitorados simultaneamente. 


Analise qualitativa e quantitativa por espectrofotometria na região do 
ultravioleta/visível 


Os grupos cromóforos presentes em uma molécula podem ser determinados por meio da 
análise por espectrofotometria na região do ultravioleta/visível. Em contrapartida, a técnica 
não permite afirmar sem erros a estrutura de um analito, visto que diferentes analitos podem 
possuir os mesmos grupos cromóforos. Na Figura 5.4 é possível verificar que duas moléculas 
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diferentes que possuem o mesmo grupo cromóforo produzem espectros semelhantes. Para 
essa elucidação inequívoca é necessário o suporte de outras técnicas como a espectrome- 
tria de massas, a espectrometria de ressonância magnética nuclear e a espectrometria no 
infravermelho. 


Alguns exemplos de grupos cromóforos estão apresentados na Tabela 5.1. Analitos que 
apresentem um ou mais grupos como os exemplificados nessa tabela podem ser determina- 
dos por meio dessa técnica. Para aqueles analitos que não possuem grupos cromóforos, a 
análise só é viável se submetidos a uma reação com grupos croméforos a fim de incorporá-los 
em sua estrutura, gerando produtos que absorvem nessa faixa do espectro. 


Para a quantificação de um composto de interesse, as condições empregadas devem 
garantir a relação preferencialmente linear entre a concentração do analito e a absorbân- 
cia obtida na análise. A seleção do comprimento de onda na faixa de máxima absorção 
(máximo do pico) garante uma sensibilidade maior e um mínimo desvio da lei de Beer. 


A concentração dos padrões de calibração deve variar dentro da faixa de concentração 
da amostra a ser analisada. Estes devem ser o mais parecidos possível com a amostra. Em 
casos de matrizes complexas nos quais isso não é possível, para eliminar um possível efeito 
de matriz e garantir a determinação correta da concentração da amostra pode ser utilizado o 
método de adição de padrão. Este consiste na adição de quantidades conhecidas da subs- 
tância de interesse que está sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra, antes 
do seu preparo. A curva analítica relacionando as quantidades da substância adicionada à 
amostra com as respectivas absorções obtidas permite determinar a concentração da amos- 
tra (ponto onde a reta corta o eixo das ordenadas). 


Amostras que contenham misturas de componentes também podem ser analisadas, visto 
que a absorbância total de uma amostra corresponde à soma das absorbâncias individuais 
de cada componente no comprimento de onda analisado. 


Supondo a análise de dois compostos, Z e W. Para que a determinação simultânea desses 
compostos na amostra seja possível é necessário conhecer a absortividade molar de cada 
composto preferencialmente no seu máximo de absorção e determinar a absorbância total da 
amostra nesses dois comprimentos de onda. Em misturas contendo mais que dois compostos 
é preciso determinar a absorbância da mistura em cada um dos máximos de absorção bem 
como a absorbância e absortividade molar de cada um dos componentes. 














Tabela 5.1. 

Cromoforo Transigoes A (nm) Cromoforo Transições A (nm) 
R-OH n=O 180 R-C=C-R = 170 
R-O-R neo 180 R-C=N nm 160 
R-NH, n>0" 190 R-N=N-R na 340 
R-SH n>0" 210 RCOOH nm 205 
RESOR I 1175) RCOOR' nm 205 





R-NO, na 271 RCONH, nx" 210 





Exemplo: Calcule a concentração da cafeína e da aspirina presente na amostra. 


Cafeína: Amáx =210 nm 
Aspirina: Amáx =230 nm 


Primeiramente é preciso determinar o € por meio da inclinação da curva de calibração 
dos dois analitos em cada um dos Amáx (210 e 230 nm). A partir da curva de calibração, 
e sabendo que foi utilizada uma cubeta de 1 cm e que A = e b C temos que e será igual a 
inclinação da reta. Supondo que os valores obtidos fossem: 


Amáx = 210 nm — Eagpiring = 9.980 dm? mol” em” Ecateina= 8.510 dm? mol? em” 
Amáx = 230 nm — Easpirina= 6.890 dM? mol” cm”! Egateina = 2.120 dm? mol” cem” 


O próximo passo é determinar a absorbância da amostra nesses dois comprimentos de 
onda. Supondo que As, = 1,11 Assg=1,03 e conhecendo os e, temos: 


Amáx = 210 nm A, = 1,11 = (5.980 [cafeína] x 1) + (8.510 [aspirina] x 1) 
Amáx = 230 nm A, = 1,03 = (6.890 [cafeína] x 1) + (2.120 [aspirina] x 1) 


Resolvendo essas duas equações podemos assim determinar a concentração da aspirina 
e da cafeína em uma mesma amostra. 


Aplicações 


A aplicabilidade dessa técnica pode ser notada ao se consultar as diversas farmacopeias 
disponíveis (Farmacopeia Brasileira, Americana, Europeia, Japonesa, entre outras) nas quais 
as indústrias farmacêuticas se baseiam para o desenvolvimento de procedimentos de análise 
de fármacos. É possível encontrar várias substâncias cuja identificação, doseamento, ensaio 
de pureza e/ou perfil dissolução é determinado utilizando a espectrofotometria UV-VIS. Alguns 
exemplos, encontrados na Farmacopeia Brasileira, são: doseamento do ácido nalidíxico, 
albendazol, atenolol, benzoato de estradiol e indometacina; ensaio de pureza (substâncias 
relacionadas) do ácido acetilsalicílico e ácido benzoico entre outros. 
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Estudo de caso 


Doseamento de acido nalidixico em comprimidos conforme a Farmacopeia 
Brasileira, 5º edição 
A monografia da Farmacopeia Brasileira, 5º edição, descreve o seguinte método, abaixo 
transcrito, para a determinação do teor de ácido nalidíxico em comprimidos: 
“Pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade do pó equivalente a 0,1 g de 
ácido nalidíxico para balão volumétrico de 200 mL, adicionar 150 mL de hidróxido de 
sódio, agitar por 3 minutos e completar o volume com o mesmo solvente. Deixar a solução 
em repouso por 15 minutos. Transferir 2 mL para balão volumétrico de 200 mL e completar 
o volume com água. Preparar solução padrão nas mesmas condições. Medir a absor- 
bância da solução resultante em 334 nm, utilizando hidróxido de sódio 0,01 Mol L“ para 
ajuste do zero. Calcular o teor de ácido nalidíxico na amostra, a partir das leituras obtidas. 
Alternativamente, realizar os cálculos considerando A (1%, 1 cm) = 494, em 334 nm, em 
hidróxido de sódio 0,01 Mol L“! cm.” 


COOH 
O 


(ácido nalidixico) 


Este doseamento emprega espectrofotometria ultravioleta em 334 nm. 


Calcule o que se pede: 


No doseamento de comprimidos de Naluril®, o teor declarado é de 500 mg de ácido nalidi- 
xico por comprimido. O peso médio, empregado o método da Farmacopeia Brasileira, foi de 
610 mg. Considerando que é recomendado pesar o equivalente a 0,1 g de ácido nalidíxico 
para o preparo da amostra e sabendo que a absorbância da solução da amostra e do padrão 
de ácido nalidíxico, nas condições especificadas acima, foi de A = 0,285 e A = 0,305 respec- 
tivamente, calcule: 


1. Tomada de ensaio; 
2. Quantidade de ácido nalidíxico presente em 1 comprimido; 
3. Teor em percentual. 


Resolução: 
1. Tomada de ensaio 


No procedimento está descrito: “Transferir quantidade do pó equivalente a 0,1 g de ácido 
nalidíxico.” Sabendo que o peso médio é de 610 mg e que o teor declarado é de 500 mg 
de ácido nalidíxico por comprimido, temos: 


Peso médio 610 mg 500 mg de ácido nalidíxico 
Tomada de ensaio 100 mg de ácido nalidíxico 


Tomada de ensaio = 122 mg da forma farmacêutica equivalem a 100 mg de ácido nalidíxico. 





2. Quantidade de ácido nalidixico presente em 1 comprimido. 


Sabendo que a absorvância da solução da amostra e do padrão de ácido nalidíxico, pre- 
parados nas mesmas condições especificadas acima foram de A = 0,285 e A = 0,305 
respectivamente temos: 


0,305 100 mg de ácido nalidíxico 
0,285 Quantidade de ácido nalidíxico presente na amostra 


Quantidade de ácido nalidíxico presente na amostra = 93,44 mg 


Levando em consideração que essa massa foi encontrada na tomada de ensaio de 122 
mg da forma farmacêutica que equivalem a 100 mg de ácido nalidíxico, temos: 


93,44 mg de ácido nalidíxico 100 mg (Quantidade teórica) 
Teor encontrado 500 mg 


Teor encontrado 467,2 mg 
Assim a quantidade de ácido nalidíxico presente em 1 comprimido = 467,2 mg 


- Teor em percentual 


Partindo do fato que o teor declarado é de 500 mg de ácido nalidíxico por comprimido 
temos: 


500 mg 100% do valor rotulado ou declarado 
467,2 mg (Teor real do comprimido) Teor em percentual em relação ao valor rotulado. 


Teor em percentual em relação ao valor rotulado ou declarado = 93,44%. 


Conclusão: O teor encontrado não cumpre os limites preconizados pela Farmacopeia 
Brasileira, 5º edição, que é de 95-105% do valor rotulado. 








Técnicas Instrumentais de 
Separação Empregadas no Controle 
de Qualidade: HPLC e UHPLC 


Rodrigo Almeida Simões 


OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo, o leitor encontrará, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre os 
principais fundamentos das técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e 
cromatografia líquida de ultra eficiência (UHPLC). Dessa forma, os leitores terão subsídios 
para um melhor entendimento dos métodos farmacopeicos e outros compêndios oficiais. 


INTRODUÇÃO 


A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC, High Performance Liquid Chromato- 
graphy) é a técnica analítica mais empregada no controle de qualidade de medicamentos 
pelas indústrias farmacêuticas, superando 80% dos ensaios de doseamento descritos nos 
compéndios oficiais. A HPLC é uma poderosa técnica analítica por separar os componentes 
de uma amostra e possibilitar a determinação de suas respectivas concentrações. 


Com o avanço na tecnologia de produção de colunas com partículas < 2 um e instru- 
mentação que permite operar com altíssimas pressões, surgiu a cromatografia líquida de 
ultra eficiência (Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC), possibilitando uma 
diminuição significativa dos tempos de análise, o que é muito satisfatório para a rotina de uma 
indústria. Essa técnica se baseia nos mesmos princípios da HPLC, com modificações apenas 
na parte instrumental. 

O papel do analista é obter a separação e quantificação dos componentes de uma amostra. 
Para isso ele deve ter conhecimento técnico tanto das propriedades físico-químicas dos anali- 
tos de interesse, quanto dos fundamentos da cromatografia, como também da instrumentação 








e operação do equipamento para HPLC. Este capítulo abordará os fundamentos da cromato- 
grafia líquida de alta e ultra eficiência e instrumentação para HPLC e UHPLC, com o objetivo 
de apresentar a técnica no contexto do controle de qualidade de medicamentos. 


PRINCÍPIOS GERAIS DE CROMATOGRAFIA EM COLUNA 


A separação cromatográfica é um método físico no qual os componentes a serem separa- 
dos interagem diferencialmente entre duas fases imiscíveis: a fase estacionária (FE) e a fase 
móvel (FM). Na HPLC, a FE se encontra no interior de uma coluna cromatográfica, tendo como 
suporte mais comumente utilizado a sílica; e a FM é impulsionada através da coluna através 
de bombas de alta pressão. Uma série de detectores podem ser utilizados em conjunto com o 
sistema para HPLC, possibilitando análises qualitativas e quantitativas dos analitos que eluem 
da coluna. Assim, a grande possibilidade de combinações entre o uso das FMs e FEs e uso 
de diferentes detectores torna a técnica muito versátil. 


Cromatograma 


O cromatograma é o registro gráfico de uma análise cromatográfica. No cromatógrafo 
existem detectores que respondem proporcionalmente à concentração ou a massa dos ana- 
litos que eluem da coluna. Dessa forma, esses detectores geram cromatogramas com uma 
série de picos como mostrado na Figura 6.1. Esses picos são a representação das bandas 
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GEAN Representação de um cromatograma com as medidas necessárias para o cálculo da 
resolução. ta: tempo de retenção de um composto não retido ou “volume morto”; ty: tempo de retenção; 
W: largura do pico; W,,;: largura do pico à meia altura; A e B: substâncias hipotéticas. 








cromatográficas dos componentes da mistura. Por meio da análise de vários parâmetros que 
podem ser calculados a partir dos cromatogramas é possível fazer análises qualitativas e 
quantitativas de uma infinidade de amostras. Pelo apresentado, nota-se a grande importância 
na interpretação adequada de um cromatograma. 


Parâmetros cromatográficos 


Para o adequado entendimento de um cromatograma e desenvolvimento racional de uma 
separação por HPLC é importante o conhecimento fundamental dos principais parâmetros 
cromatográficos. A análise desses parâmetros indica a qualidade do processo cromatográfi- 
co e, portanto, da separação entre os analitos. 


Resolução (Rs) 


O principal objetivo da cromatografia é separar os componentes presentes numa amostra 
em uma série de picos cromatográficos, cada pico representando um único componente da 
amostra. Esse objetivo deve ser cumprido, obtendo-se a maior resolução possível entre os 
picos no menor intervalo de tempo. Infelizmente, essas metas tendem a ser incompatíveis 
entre si e um compromisso entre as duas é geralmente necessário. Resolução é a medida 
quantitativa da separação de dois analitos adjacentes. A resolução é diretamente dependente 
dos tempos de retenção (tz) e das larguras das bandas cromatográfica (W) dos analitos. 


A resolução pode ser calculada por: 


Mi tra) 

© W+, 
ou 

x 1,177(tep — trey) 

Weg teas 


R 


S 


Para a medida da largura da base, toma-se sempre a distância entre as tangentes do 
pico. A utilização da largura do pico à meia altura (W,5) é mais conveniente, pois não exige 
a extrapolação das linhas da tangente, sendo por isso mais precisa e exata (Fig. 6.1). Na 
prática, a resolução é calculada por softwares próprios do equipamento HPLC e essas 
equações são mais importantes para o entendimento e otimização das separações croma- 
tográficas. Quanto maior o valor da resolução, melhor a separação. Considerando picos 
de tamanhos muito próximos, valores de R; = 1,0 já indicam uma separação razoável, com 
aproximadamente 3% de superposição entre os picos. Rs = 1,25 já são suficientes para fins 
quantitativos e Rs > 1,5 é considerado como separação completa, pois ha menos de 0,2% 
de superposição dos picos (Fig. 6.2). 

Uma equação útil pode ser derivada para relacionar a resolução de uma coluna com 
sua eficiência (representado pelo numero de pratos — N), com a seletividade da separação 
(representado pelo fator de separação ou seletividade — a) e com a velocidade de migração 
do soluto através da coluna (representado pelo fator de retenção — k). Equação geral da 


resolução: 
1 a-l k 
R,=—.JN 8 
S 4 a a J=) 


Modificações nesses três parâmetros implicarão em mudanças nos valores de resolução 
e consequentemente na separação dos analitos de interesse. Assim, uma separação pode 
ser otimizada, sabendo-se como a resolução varia experimentalmente em função destes 
parâmetros. 
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GTA Representação gráfica de diferentes valores de resolução. 


Fator de retenção (k) 


O fator de retenção para determinado soluto está relacionado com a velocidade com a 
qual esse soluto migra através da coluna. Matematicamente, é a relação entre o tempo que o 
soluto permanece na FE e o tempo em que ele permanece na FM: 





Dessa forma, quanto mais tempo um soluto passa na FE, menor será a sua velocidade e 
portanto maior o seu fator de retenção e vice-versa. Portanto, substâncias com valores muito 
baixos de k indicam pouca interação destas com a FE e solutos com valores de k muito altos 
indicam interações muito fortes destes com a FE, levando a longos tempos de retenção além 
do alargamento da base do pico. Obviamente, nenhum dos extremos é recomendado. 


Alterando o fator de retenção 


Geralmente na otimização de uma separação o k é o primeiro fator a ser considerado. 
Avaliando a equação da resolução é possível perceber que ela aumenta à medida que ks 
aumenta. Entretanto, esse aumento não é linear. Quando o valor de k varia entre 1 e 5, a 
resolução aumenta consideravelmente com o aumento de k. Mas, quando k varia acima de 
5, a resolução passa a sofrer pouca influência desse fator. Então, os valores de k para os 
analitos devem estar numa faixa entre 1 e 5 quando se trata de poucas substâncias a serem 
separadas e entre 1 e 10 quando se trata de separação de misturas mais complexas. 


A maneira mais prática de modificar o k é alterando as proporções dos constituintes da 
FM e/ou também modificando a FE. Na otimização de uma separação, a FM e sua força 
cromatográfica é definida empiricamente. Uma boa estratégia é começar a separação com 
uma FM forte com o intuito de todos os analitos eluirem rapidamente da coluna. Após isso, 
fazer modificações na composição da FM diminuindo a sua força até alcançar valores de k 
adequados para todos os analitos (Fig. 6.3). 
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GETTER Efeito da modificação da força cromatográfica na separação de seis antidepressivos 
tricíclicos. A) separação inadequada dos analitos e B) resolução adequada dos analitos. Dibenzepina 
(1), amoxapina (2), imipramina (3), nortriptilina (4), amitriptilina (5) e clomipramina (6). 


A Figura 6.3 mostra um exemplo da diminuição da força cromatográfica da FM na melhora 
da resolução. Com o aumento da proporção de água e consequente diminuição da força 
cromatográfica (neste exemplo) houve um aumento no valor do k para todos os analitos. 
Observe também que o tempo total de análise aumenta. 


Fator de separação ou seletividade (a) 


Esse parâmetro cromatográfico é definido para dois solutos (A e B) e é útil para medir a 
seletividade da separação destas substâncias. Matematicamente pode ser definido como a 
relação entre os fatores de retenção destas substâncias, conforme apresentado na equação 
abaixo: 


a= 
k 


A 


Resumindo, temos: k é uma medida de retenção e a é uma medida de separação. 


Muitas vezes a otimização de k não é suficiente para obter uma resolução adequada. A 
Figura 6.3A mostra picos com bons valores de k, mas com uma resolução dos picos inade- 
quada. Então, deve-se buscar uma maneira de aumentar o valor de a visando uma melhor 
resolução. 


Alterando o fator de separação (a) 


Muitas estratégias de modificação de a são possíveis, mas as mais utilizadas são: modi- 
ficação dos solventes constituintes da FM, pH e força iônica da FM, troca da FE e alterações 
na temperatura da coluna. 


A Figura 6.4 apresenta uma melhora nos valores de a sem grandes modificações nos valo- 
res de k e consequentemente no tempo total de análise. A alternativa escolhida foi a substitui- 
ção da acetonitrila pelo metanol na proporção em que não haja modificação da força da FM. 
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EPTEKXA Efeito da troca de um dos solventes da FM na seletividade da separação de seis 
antidepressivos tricíclicos. A) separação inadequada dos analitos e B) resolução adequada dos 
analitos. Dibenzepina (1), amoxapina (2), imipramina (3), nortriptilina (4), amitriptilina (5) e 
clomipramina (6). 


Número de pratos (N), altura do prato (H) e altura do prato reduzido (h) 


No início de uma separação cromatográfica, o soluto tem uma banda cromatográfica bem 
estreita. À medida que o soluto passa através da coluna, a largura da sua banda aumenta 
continuamente em um processo chamado alargamento de banda. Quanto mais lentos forem 
os processos de transferência de massa que ocorrem durante a passagem do soluto através 
da coluna, mais larga será a banda eluída. A medida quantitativa do alargamento da banda é 
fornecida pela eficiência da coluna, a qual é matematicamente representada pelo número de 
pratos teóricos (N) e pela altura do prato (H). 


Cada prato corresponde a uma etapa de equilíbrio do soluto entre a FM e a FE. 


2 
N= ssai] 
Was 


Pela análise da equação acima é possível entender o motivo do alargamento natural dos 
picos com o tempo de retenção. Como o valor de N é aproximadamente constante para os 
diferentes picos em um cromatograma, então a largura da banda será proporcional ao tempo 
de retenção de cada pico. 


A altura do prato pode ser representada pela relação entre o comprimento da coluna (L) e 
o número de pratos, conforme mostra a equação abaixo: 


H=É 
N 


A altura do prato é muito utilizada para comparar a eficiência de colunas com tamanhos 
diferentes. 








Outro importante fator para o entendimento geral da eficiência da coluna é a altura do 
prato reduzido (h), o qual representa a relação entre a altura de um prato (H) e o diâmetro das 
partículas (dp) da FE: 


E 
dp 

Pela análise das equações que permitem o cálculo da altura do prato e da altura do prato 
reduzido é possível concluir que o número de pratos é diretamente proporcional ao compri- 
mento da coluna e inversamente proporcional ao diâmetro das partículas da FE. Assim, é 
possível obter separações com alta eficiência utilizando colunas recheadas com partículas 
de pequeno diâmetro. O uso dessas colunas é uma tendência em HPLC e um dos fatores que 
levaram ao surgimento do UHPLC. 


Alterando a eficiência da coluna 


Na prática, a modificação pontual da eficiência da coluna é a última alternativa na otimi- 
zação de uma separação na rotina do controle de qualidade de uma indústria. Isso se deve 
à quantidade de variáveis que podem influir na eficiência de uma coluna, como tamanho 
das partículas do recheio da coluna, viscosidade e fluxo da FM, temperatura da coluna, con- 
centração da amostra, entre outras. Então, na grande maioria dos casos, o esforço para a 
otimização do k e a nas colunas mais utilizadas na rotina das análises é suficiente para uma 
separação com valores de resolução adequados entre os picos. 


Como já dito anteriormente, uma adequada separação deve estabelecer um compromisso 
entre eficiência e tempo. Analisando mais uma vez a equação geral da resolução, pode-se 
concluir que as melhores alternativas para melhorar a resolução entre dois analitos pouco 
separados são a modificação na seletividade (a) e no aumento da eficiência da coluna (N). 


Fator de assimetria (As) e fator de alargamento (TF) 


Uma propriedade importante de uma separação cromatográfica é a simetria dos picos. 
Dois termos são empregados para a determinação matemática da simetria dos picos: o fator 
de assimetria (As — calculado a 10% da altura do pico) e o fator de alargamento (TF — calcula- 
do a 5% da altura do pico). As equações abaixo ilustram esses fatores: 


As = 


a els 


+b 
2a 


TF = 





Embora não previstas teoricamente, é comum a existência de distorções frontais (assime- 
tria frontal) (Fig. 6.5A) e caudas (assimetria posterior) (Fig. 6.5C) nos picos. Essas distorções 
levam à diminuição da resolução e a problemas quantitativos. Suas principais causas estão 
relacionadas a misturas de mecanismos de retenção (presença de grupos silanóis residuais 
em colunas recheadas com fases ligadas, por exemplo), perda de eficiência da coluna, ex- 
cesso de amostra injetada, pH incorreto da FM, incompatibilidade da amostra com o recheio 
da coluna, entre outros. O ideal é que os picos sejam os mais simétricos possíveis, com 
valores de As e TF iguais a 1 (Fig. 6.5B). 

Esses parâmetros são especialmente importantes no controle de qualidade em indústrias 
farmacêuticas já que estas devem seguir parâmetros estabelecidos por instituições regulado- 
ras, como a ANVISA e o FDA (mais detalhes no Capítulo 8). 





GITEN Ilustração dos diferentes formatos de pico. (A) Pico com distorção frontal, (B) pico 
simétrico, e (C) pico com cauda. 


Fases móveis e modos de eluição 


A seleção da FM é um ponto muito importante para se alcançar uma separação adequa- 
da, pois em HPLC, além de arrastar os componentes da amostra através de todo o sistema 
cromatográfico, a FM também participa do processo de separação. Os principais critérios a 
serem avaliados na escolha dos solventes para comporem a FM são: características físico- 
-quimicas, força cromatográfica e seletividade. 


Características físico-químicas desejáveis da fase móvel 


1. Os solventes utilizados em cromatografia líquida devem ter alto grau de pureza (grau 
HPLC) e quando se utiliza água, esta deve passar por processos de ultra purificação 
(ausência de materiais orgânicos e íons — Agua Tipo 1); 

2. A FM deve ser compatível com a amostra, pois além da obrigatoriedade de solubilizar as 
amostras ela não pode decompô-las; 

3. AFM não deve degradar nem dissolver a FE. Além disso, o pH da FM deve ser compatível 
com a faixa de estabilidade dos constituintes da FE. Os manuais das colunas devem ser 
consultados para obtenção dessas informações; 


4. A FM deve ser compatível com o detector utilizado. 


Força cromatográfica 


A força cromatográfica indica a capacidade da FM em interagir com os analitos da amos- 
tra. Essas interações estão ligadas diretamente à polaridade do solvente. São elas: forças 
fon-dipolo, dipolo-dipolo, dispersivas (Van der Waals) e ligações de hidrogênio. A Tabela 6.1 
mostra os principais solventes utilizados em HPLC em ordem de polaridade. 





Tabela 6.1. 












































Polaridade Solvente Comprimento de onda minimo (nm) Ponto de ebulição °C 
Ciclohexano 200 81 
n-hexano 195 69 
Trietilamina 235 89 
Éter etílico 215 25 
Diclorometano 233 40 
Tetraidrofurano 215 66 
Acetato de etila 255) 77 
Iso-propanol 205 86 
Clorofórmio 245 61 
Etanol 205 78 
Acetona 330 56 
Acetonitrila 190 82 
Metanol 205 65 
Agua 180 100 
Acido acético 235 118 
Acido trifluoracético 210 72 


A relação entre a polaridade da FM e FE define os dois principais modos de eluição (o 
modo normal e o modo reverso, Tabela 6.2). A força cromatográfica da FM está relacionada à 
polaridade da FE. Quando o solvente componente da FM possuir características de polarida- 
de semelhantes ao da FE ele será forte, e quando forem diferentes será fraco. 

O fator de retenção (k) de um analito é controlado pela força do solvente (Fig. 6.3 ). 

Solventes fortes diminuem k. 
Solventes fracos aumentam k. 

A eluição dos componentes de uma amostra em HPLC ainda pode ser classificada em 
isocrática ou gradiente. Na eluição isocrática a força cromatográfica da FM é mantida cons- 
tante ao longo de toda a análise. Na eluição por gradiente, a força cromatográfica da FM é 
aumentada gradativamente durante a separação através da mudança das proporções dos 
seus componentes. 


Tabela 6.2. 





Modo normal Modo reverso 
Relação entre FE e FM FE mais polar que a FM FM mais polar que a FE 
Solventes fortes Polares Apolares 





Solventes fracos Apolares Polares 





O modo isocrático é mais simples de ser desenvolvido e exige instrumentação menos 
sofisticada, por isso esta é geralmente preferida à gradiente. A eluição por gradiente tem 
como principais inconvenientes: exigência de equipamentos mais sofisticados como bombas 
e misturadores de FM, incompatibilidade com alguns tipos de detectores (eletroquímico e 
índice de refração), tempo desprendido entre as análises para recondicionamento da coluna 
às condições iniciais, desenvolvimento e otimização mais complexos, entre outros. Entretanto, 
algumas separações só são viáveis usando-se este tipo de eluição, como por exemplo, a 
separação dos componentes de misturas complexas e com diversificadas características 
físico-químicas, amostras contendo moléculas de alto peso molecular e amostras contendo 
interferentes com altos valores de tempo de retenção. Assim, é importante que a relação 
custo-benefício da eluição por gradiente seja avaliada antes da sua aplicação. 


pH da fase móvel 


É bem comum que os fármacos sejam bases fracas ou ácidos fracos, ou seja, são subs- 
tâncias ionizáveis em diferentes faixas de pH. Assim, quando os compostos a serem resol- 
vidos são substâncias ionizáveis, é comum que a separação cromatográfica seja realizada 
em modo reverso utilizando FMs com pH bem definido. Para isto utiliza-se soluções-tampão 
com pH ajustado com a finalidade de manter os analitos na forma ionizada ou não-ionizada, 
dependendo do mecanismo de separação cromatográfica a ser empregado. 

Na cromatografia em modo reverso, a retenção diminui para substâncias mais polares. Os 
analitos na forma ionizada são mais polares que na forma não-ionizada. Então, de maneira 
geral, com o aumento do pH a retenção de substâncias com características ácidas diminui e 
para aquelas com características básicas a retenção aumenta (Fig. 6.6). 
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Relação teórica entre o fator de retenção (k) de substâncias ionizáveis e o pH da fase 
móvel. Adaptado de Cass QB, Degani ALG, 2001. 








A escolha do tipo de solução-tampão a ser utilizada depende de fatores como pH de- 
sejado da FM e sua absorbância no UV-Vis (quando esse tipo de detector é empregado). 
Quando o pH do meio é igual ao pKa de uma determinada substância, esta se encontra 
50% ionizada. Todas as mudanças na retenção de analitos ionizáveis ocorre dentro de uma 
faixa de 1,5 unidade acima ou abaixo dos seus valores de pKa, pois fora dessa faixa os 
analitos se encontram ou totalmente ionizado ou não ionizado e a retenção não é modificada 
drasticamente. Para compostos ácidos, a utilização de solução-tampão com valores de pH 
1,5 unidade menor que o pKa resulta em espécies não dissociadas e com valores de pH 1,5 
unidades maior que o pKa resulta em espécies ionizadas. Esse mesmo princípio se aplica de 
maneira inversa para compostos básicos. 


Mecanismos de separação 


Para adequada escolha da FM e FE a serem empregadas na separação dos analitos 
componentes de uma mistura, é necessário ter um conhecimento prévio das características 
físico-químicas dessas substâncias, pois são os tipos de interações dos analitos com a FM e 
FE que irão definir a separação. Para isso, serão abordados aspectos básicos dos principais 
mecanismos que regem as separações em HPLC. 


Cromatografia por adsorção 


Também conhecido como cromatografia líquido-sólido, esse mecanismo se baseia na 
competição entre os componentes da amostra e da FM pelos sítios ativos da FE. A sílica e a 
alumina são as FE classicamente empregadas quando se trata desse tipo de mecanismo. O 
modo de eluição mais utilizado é o normal, e esse tipo de separação é útil quando os compo- 
nentes da amostra a serem separados possuem grupos funcionais diferentes. 


Cromatografia por partição 


Também conhecida como cromatografia líquido-líquido, é caracterizada por uma FE lí- 
quida suportada em um sólido (geralmente sílica). As separações são regidas pelas diferen- 
tes solubilidades que os componentes da amostra apresentam na FM e FE (mecanismo de 
partição). Assim, quanto mais solúvel o analito for na FE mais retido ele ficará e vice-versa. 
A principal desvantagem dessa técnica reside no fato de o líquido da FE ser rapidamente 
solubilizado pela FM, levando a problemas na separação. 


Cromatografia de fase ligada 


Com o intuito de resolver o problema de estabilidade das fases móveis para cromatogra- 
fia liquido-liquido foram desenvolvidas FE ligadas (ao invés de suportadas) a agrupamentos 
da superfície de um sólido, eliminando o problema da solubilidade da FE na FM. O meca- 
nismo nesse tipo de cromatografia é muito parecido com o de partição, entretanto como há 
influencia de grupamentos polares da superfície do suporte ou da própria FM também pode 
ocorrer adsorção dos analitos. Colunas recheadas com FE do tipo ligada (principalmente 
utilizando os grupamentos C18, C12 e C4) são as mais extensivamente utilizadas na rotina 
do controle de qualidade em indústrias farmacêuticas. Uma série de características inte- 
ressantes justifica o emprego extensivo de colunas recheadas com FE ligadas, sendo as 
principais: diferentes seletividades podem ser alcançadas variando a natureza dos grupos 
funcionais ligados e possibilitando a existência de FE de alta, média e baixa polaridade; 
resistência mecânica a altas pressões; e viabilidade da utilização dessas colunas em modo 
normal e em modo reverso. 





Cromatografia por troca iônica 


Nesse tipo de cromatografia, a FE é um trocador iônico e suas interações com os íons das 
amostras são mediadas por interações eletrostáticas. Esse tipo de cromatografia é específico 
para a separação de fons (inorgânico, metálicos e complexos) e de substâncias ionizadas 
(ácidos carboxílicos, bases orgânicas e ácidos nucleicos). 


Cromatografia por exclusão 


A separação nesse tipo de cromatografia se baseia na diferença entre os tamanhos das 
partículas dos componentes da amostra. Para isso são utilizadas FE porosas. Assim, molécu- 
las grandes têm menor poder de penetração nos poros da FE sendo então eluídas mais rapi- 
damente do que aquelas que têm menor tamanho, por poderem penetrar mais profundamente 
nos poros da FE. São utilizados para moléculas de média a alta massa molecular. 


Cromatografia por bioafinidade 


As interações que ocorrem entre o analito e a FE nesse tipo de cromatografia são intera- 
ções bioquímicas altamente específicas (como interações antígeno-anticorpo). E amplamente 
utilizada no isolamento de moléculas biológicas como proteínas. 


Cromatografia quiral 


Esse tipo de cromatografia é empregada para a separação dos enantiômeros de com- 
postos quirais. Os enantiômeros possuem as mesmas características físico-químicas (com 
exceção da rotação da luz plano-polarizada) em ambientes aquirais, não sendo então separa- 
dos por cromatografia convencional. Dessa forma, para que haja interações diferenciais dos 
enantiômeros com a FE, é necessário um ambiente quiral. Atualmente, a técnica mais utiliza- 
da para a separação enantiosseletiva é o uso de colunas recheadas com FE quirais. Essas 
colunas são baseadas principalmente em polissacarídeos (amilose e celulose), antibióticos 
macrocíclicos e proteínas. Mais detalhes são apresentados no Capítulo 10. 


INSTRUMENTAÇÃO 


Os equipamentos de HPLC são equipados com um ou mais reservatórios para a FM. Eles 
são mais comumente de vidro e podem ter diferentes volumes, podendo ser preenchidos por 
solventes puros ou misturas. A captação da FM do reservatório em direção à bomba é feita 
por um filtro de aço inoxidável para a remoção de pequenas partículas que possam obstruir 
as tubulações e conectores da bomba. Entretanto, a presença desses filtros não diminui a 
importância da filtração da FM antes de colocá-la no reservatório. 


FMs polares têm a tendência de dissolver gases e esses podem ser liberados na forma 
de bolhas no interior do equipamento podendo afetar o seu funcionamento e prejudicar a 
eficiência da coluna. Assim, medidas para a remoção desses gases devem ser adotadas. As 
formas de degaseificação mais utilizadas são: a) sonicação (com vácuo); b) sparging, que 
é o processo pelo qual os gases dissolvidos na FM são expulsos por pequenas bolhas de 
um outro gás inerte e insolúvel (mais comumente o hélio); c) módulos degaseificadores, os 
quais são colocados entre o reservatório da FM e a bomba e a remoção de gases é feita por 
membranas gás-permeáveis. É importante ter em mente, que qualquer que seja o método 
de degaseificação, este não pode alterar a composição da FM, pois resultará em variações 
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Ilustração dos principais componentes de um equipamento para HPLC. 1) reservatório da 
FM, 2) bomba de alta pressão, 3) injetor, 4) coluna, 5) detector, 6) aquisição e tratamento de dados e 7) 
descarte. 


nos parâmetros de retenção e perda de repetitividade da análise. O nível da FM móvel deve 
ser controlado permanentemente. A bomba não deve ser ligada sem FM, podendo causar 
problemas mecânicos e entrada de ar no sistema. 


Bombas de alta pressão 


Para permitir uma vazão adequada da FM em colunas cromatográficas com fases estacio- 
nárias com tamanhos de partículas entre 2 e 10 um, são necessárias bombas que trabalhem 
a altas pressões, de maneira reprodutível e com a menor quantidade de pulsos possível. 


Existem basicamente três tipos de bombas utilizadas em HPLC: (i) seringas, (ii) recíprocas 
e (iii) pneumáticas. 

e Recíprocas. A maioria dos cromatógrafos líquidos comerciais disponíveis atualmente 
vêm equipados com bombas recíprocas. Esse tipo de bomba consiste em uma peque- 
na câmara cilíndrica que é preenchida e esvaziada pela FM pelo movimento de ida e 
vinda de um pistão. As principais vantagens deste tipo de bomba são seu reduzido 
volume interno e facilidade na escolha do modo de eluição isocrático ou gradiente. 
Um inconveniente desse tipo de bomba é a produção de fluxos pulsantes, devido ao 
movimento de ida e volta do pistão, que em aparelhos cromatográficos modernos é 
bem menor, devido à presença de sistemas amortizantes. 


e Seringa. As bombas do tipo seringa produzem fluxos contínuos de FM livres de pul- 
sações. Mas, esse tipo de bomba tem limitado volume (até 500 mL) o que a torna 
inconveniente quando é necessário reenchê-la ou trocar o solvente, pois é preciso 
suspender sua operação. 





e Pneumáticas. Nesse tipo de bomba a FM é deslocada mediante a pressão exercida 
por um gás inerte a altas pressões. Por poder gerar altas pressões, atualmente é lar- 
gamente utilizada para o empacotamento de colunas cromatográficas. As principais 
desvantagens desse tipo de bomba são: capacidade limitada e incompatibilidade com 
a eluição gradiente. 


Os injetores são os responsáveis pela entrada no sistema cromatográfico das amostras a 
serem analisadas. Os injetores compostos por sistemas de válvulas e alças de amostragem 
(loop) com volume definido são os mais extensivamente empregados para a introdução das 
amostras no sistema cromatográfico. Na grande maioria dos equipamentos essas alças po- 
dem ser trocadas, permitindo a melhor escolha do volume a ser introduzido na coluna. Esses 
dispositivos estão disponíveis, para uso em escala analítica, numa faixa volumétrica que vai 
de 5 a 100 uL. 


Todo o sistema de injeção de amostras pode ser automatizado (autoinjetores). Nesses 
sistemas, um dispositivo que contém um braço mecânico acionado por pequenos motores e 
correias são os responsáveis pelo carregamento e injeção das amostras. A principal vanta- 
gem dos autoinjetores é a possibilidade de sua programação e análise de grande número de 
amostras sem a necessidade da presença do analista durante todo o processo. 


Colunas cromatográficas 


A coluna cromatográfica é a parte mais importante de um sistema cromatográfico, pois 
é nela onde os compostos são efetivamente separados. A escolha adequada da coluna, da 
FE e composição da FM pode definir o sucesso de uma análise. Os equipamentos de HPLC 
utilizados nas análises de controle de qualidade geralmente lançam mão de duas colunas: 
uma coluna analítica e uma coluna de proteção ou “coluna de guarda”. 


Colunas analíticas 


As colunas mais utilizadas em HPLC são fabricadas em aço inoxidável com diâmetros 
internos entre 2,1 mm e 4,6 mm, e comprimentos que variam de cerca de 3 a 25 cm. Outros 
materias também são utilizados como vidro e peek (um tipo de plástico duro), mas em quan- 
tidades bem menores. O tipo mais comum de recheio para essas colunas é preparado a 
partir de partículas de sílica porosa com tamanhos entre 3 a 10 um de diâmetro. Essas 
partículas geralmente são recobertas com filmes orgânicos, podendo estes estarem ligados 
fisica ou quimicamente às superfícies das partículas, constiuindo assim a FE. Também é 
possível o preenchimento da coluna com outros materiais como: alumina, resinas de troca 
iônica, polímeros porosos, entre outros. Mas o uso desses materiais é restrito a análises muito 
específicas. As colunas mais utilizadas no controle de qualidade em indústrias farmacêuticas 
são aquelas empacotadas com FE do tipo ligada (C4, C8, C12 e C18) e no modo reverso de 
eluição. 


Colunas de guarda 


Dois problemas tendem a encurtar a vida útil de uma coluna analítica. O primeiro é a presen- 
ça de impurezas na amostra que se ligam irreversivelmente à FE, diminuindo a quantidade de 
FE efetiva e consequentemente diminuindo a eficiência da coluna. O segundo é a presença de 
material particulado injetado com a amostra, podendo levar ao entupimento da coluna analítica. 
Para minimizar esses problemas, uma coluna de guarda é colocada entre o injetor e a coluna 








analítica, protegendo-a de possíveis contaminações. A coluna de guarda deve conter recheio 
similar ao da coluna analítica e também ser trocada regularmente. Essas colunas são significati- 
vamente mais curtas (0,7 a 5 cm) e mais baratas (10% do valor de uma coluna analítica). 


Detectores 


Vários métodos de detecção estão disponíveis comercialmente para HPLC, mas os mais 
utilizados são aqueles sensíveis às concentrações dos analitos, em especial os baseados na 
absorção da radiação ultravioleta e visível. Nesses detectores, o sinal gerado pelo detector é 
função das concentrações dos analitos que passam pela célula de detecção. 


A escolha do sistema de detecção é baseado nas propriedades físicas e/ou químicas das 
amostras, pois em cromatografia líquida tanto a FM quanto o soluto interferem na detecção. 
A relação custo-benefício de cada técnica também é um fator importante, pois o detector é, 
muitas vezes, o componente mais caro e sofisticado do sistema cromatográfico. 


A fim de usar as informações para fins quantitativos, o detector deve ter uma ampla faixa 
de resposta linear para concentração/massa dos solutos. Além da ampla faixa linear, são 
características desejáveis num detector: alta sensibilidade (limite de detecção) e seletividade; 
estabilidade e reprodutibilidade frente a mudanças de FM e de temperatura; resposta rápida 
e independente da vazão; cela de detecção com volume reduzido para não haver alarga- 
mento da banda cromatográfica e baixos níveis de ruído. A seletividade é determinada pelas 
características específicas dos analitos e na medida em que estes diferem das características 
da matriz da amostra. O ruído está ligado a variações físicas no sistema que não são causa- 
dos pela amostra, como: temperatura, voltagem, flutuações dos sinais elétricos, bolhas, entre 
outros. Uma gama de detectores podem ser acoplados ao HPLC. 


Detectores UV-Visível 


Os detectores por absorbância no ultravioleta e no visível são os mais comumente utiliza- 
dos em HPLC. Esses detectores fazem uso das propriedades eletromagnéticas de absorção 
dos analitos nos comprimentos de onda ultravioleta e visível. A absorção medida em um deter- 
minado comprimento de onda segue a lei de Beer e é transformada em um sinal dependente 
da concentração. Seu uso é adequado para moléculas que possuem cromóforos capazes de 
absorver radiação luminosa nesse intervalo de comprimento de onda (UV-Vis). Dependendo 
do projeto instrumental, três tipos de detectores de UV-Vis estão disponíveis comercialmente: 


e Fotômetros. Funcionam com comprimentos de onda fixos. São mais baratos, mas de 
uso mais restrito. 


e Espectrofotômetros. Com os quais se pode escolher o comprimento de onda mais ade- 
quado para a detecção do analito. São mais caros, mas têm uma grande versatilidade 
frente aos fotômetros. 


e Espectrofotômetros com arranjo de diodos. Estão disponíveis em equipamentos mais 
modernos e possibilitam análises em diferentes comprimentos de onda simultanea- 
mente, gerando cromatogramas tridimensionais mostrando absorbância em função 
do comprimento de onda e tempo de eluição. Dessa forma, é possível ter um espec- 
tro de absorção de um ou vários picos cromatográficos selecionado e medidas de 
pureza de pico. 


Os solventes componentes da FM também absorvem em determinados comprimentos de 
onda. Dessa forma, é importante que o comprimento de onda escolhido para o desenvolvi- 
mento da análise esteja fora da faixa de absorção dos solventes da FM para que estes não 
atrapalhem a detecção dos analitos de interesse. A Tabela 6.1 lista os comprimentos de onda 





mínimos para que os principais solventes utilizados como FM não interfiram na detecção. Mais 
informações sobre esse detector pode ser encontrada no Capítulo 5. 


Detecção por espectrometria de massas 


A combinação da cromatografia líquida com a espectrometria de massas (LC-MS, Liguid 
Chromatography — Mass Espectrometry) é uma ferrameta poderosa com grande potencial 
quantitativo e qualitativo, pois possui alta sensibilidade e seletividade. Além de gerar dados 
de massa molecular dos solutos, esses detectores também são capazes de gerar massas e 
proporções de fragmentos desses solutos (espectro de massas). O LC-MS proporciona uma 
alta seletividade, uma vez que os picos não resolvidos podem ser monitorados em canais 
diferentes com valor de massa selecionado. Em outras palavras, não há a obrigação de con- 
seguir separar os analitos com resolução adequada para que sejam quantificados, a não ser 
em casos específicos como na análise de isômeros, por exemplo, pois esses têm a mesma 
massa molecular. 


Os espectrômetros de massas são constituídos basicamente de três partes: a) fonte de 
ionização; b) analisador de massas e c) detector de íons (Fig. 6.8). Diferenças instrumentais 
em cada uma dessas partes caracterizam os diferentes tipos de espectrômetros de massas 
acoplados ao HPLC. 


A Figura 6.8 mostra um diagrama de blocos de um LC-MS. Os eluentes da coluna croma- 
tográfica chegam à fonte de ionização para que tanto a FM seja evaporada quanto os analitos 
sejam ionizados (pois o MS só detecta fons em fase gasosa). Os fons formados são seleciona- 
dos pelo analisador de massas que só permitirá a passagem destes para o detector de íons. 
Os softwares que gerenciam o espectrometro de massas podem gerar tanto cromatogramas 
quanto espectros de massas de picos selecionados. 


Uma configuração muito utilizada é o LC-MS/MS. Nessa configuração há o acoplamento 
de dois analisadores de massas em conjunto. Na literatura especializada é comum a nomen- 
clatura espectrometria de massas em tandem ou espectrometria de massas sequencial para 
esse tipo de instrumentação. Nesse tipo de equipamento, é possível a análise tanto do íon 
molecular inicial (também chamado de íon pai), quanto de fons oriundos da fragmentação 
do fon pai (também chamados de íons filho) através do modo MRM de detecção (multiple 
reaction monitoring). Isso torna esta técnica ainda mais seletiva. 


Os espectrômetros de massa são os mais caros entre os detectores utilizados em HPLC, 
pois tanto o equipamento em si quanto a necessidade de manutenção regular é muito one- 
roso. Além disso, existe a necessidade de operadores bem treinados para poder usufruir 
do grande potencial dessa técnica. Mesmo assim, o seu uso vem aumentando muito nos 
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Diagrama de blocos de um sistema de espectrometria de massas triplo quadrupolo 
acoplado ao equipamento HPLC. 











Tabela 6.3. 


Detector Caracteristicas 


Fluorescéncia O principio dos detectores por fluorescéncia se baseia no fato de que 
algumas substâncias têm a capacidade de sofrer excitação por absorver 
radiação eletromagnética e ao voltar ao estado fundamental emitir luz 
com um comprimento de onda maior. De maneira geral são detectores 
com maiores sensibilidades (apenas substâncias que fluorescem) e 
detectabilidade (102 g). O cromatograma resultante é um gráfico de 
intensidade de fluorescência em função do tempo 





Eletroquimico Os detectores eletroquimicos são utilizados para quantificação de compostos 
que podem ser facilmente oxidados ou reduzidos por um potencial aplicado. 
São baseados em medidas eletroquimicas, tais como amperometria, e 
condutividade. A condutância ou a corrente associada à redução ou 
oxidação dos analitos são medidas e transformadas em um sinal pelo 
detector. Oferecem alta seletividade e detectabilidade (107? g) 





índice de refração Esse detector mede a diferença no índice de refração da FM e do eluente 
do sistema. Pode ser utilizado para análises de componentes sem absorção 
no UV ou com absorção limitada. Tem aplicações analíticas limitadas, mas é 
muito empregado em análises preparativas (por não ser destrutivo), incluindo 
análises de álcool, açúcares, ácidos graxos e de polímeros 





Polarímetro e São equipamentos específicos para a análise de compostos quirais. Esses 
dicroísmo circular detectores medem o efeito da luz plana ou circularmente polarizada sobre 
compostos com atividade óptica 


últimos anos devido a sua gama de vantagens. Mais informações sobre espectrometria de 
massas no Capítulo 4. 


Outros detectores 


Os dois detectores abordados acima (UV-Visível e espectrômetro de massas) são os mais 
extensivamente empregados na rotina do controle de qualidade farmacêutico devido às ca- 
racterísticas já apresentadas. Entretanto, para análises mais específicas outros detectores 
podem ser utilizados (Tabela 6.3). 


UHPLC 


Em 2004, a Waters Corporation lançou o UPLC®, o primeiro equipamento de UHPLC dispo- 
nivel comercialmente, que foi seguido por outros fabricantes importantes. Os diferentes siste- 
mas de UHPLC disponíveis comercialmente diferem em seus valores de pressão maxima, de 
vazão de FM, volume de injeção, volume morto, entre outros. 


Instrumentação 


As diferenças básicas entre os equipamentos de HPLC e UHPLC residem principalmente 
na parte instrumental, pois os princípios teóricos são os mesmos. Os sistemas UHPLC devem 
suportar além de altas pressões: baixos volumes extra-colunas; baixo volume de injeção, já 
que apenas 1% do volume da coluna deve ser injetada para evitar sobrecarga; ciclos rápidos 
e robustos de injeção; colunas com altíssima resistência mecânica e recheadas com fases 





estacionárias apropriadas; células de detecção com volume reduzido e detectores com alta 
taxa de amostragem (aquisição > 20 Hz). 


Como há uma grande semelhança entre os equipamentos de HPLC e UHPLC, serão abor- 
dados em maiores detalhes apenas os pontos mais relevantes. 


Colunas e fases estacionárias 


O tamanho das partículas da FE vêm diminuindo desde a década de 1950, quando co- 
lunas recheadas com partículas de 100 um eram usadas, passando por 10, 5, e 3 um até 
os dias atuais em que estão disponíveis partículas sub-2 um. O ponto fundamental para a 
realização de separações eficientes em pressões ultra-elevadas é a qualidade e estabilidade 
das fases estacionárias com partículas abaixo de 2 um, que é a forma mais apropriada de 
atingir análises rápidas sem perda de eficiência e resolução. Normalmente, colunas de 10 
centímetros empacotadas com partículas de 1,7-2,0 um geram pressões compatíveis com os 
limites de pressão dos instrumentos comercialmente disponíveis de UHPLC. 


Os picos estreitos e rápidos produzidos pelo UHPLC requerem características especiais 
dos detectores para que a eficiência elevada da separação seja assegurada na detecção. 
A maioria dos UHPLC comerciais estão equipados com um detector de UV modificado para 
garantir a captura do pico apropriadamente. O volume da cela de detecção é muito menor do 
que a do HPLC para minimizar o volume extra-coluna, geralmente 0,5-2,0 uL. Portanto, os de- 
tectores devem ter celas de detecção com volume reduzido para que não haja sobreposição 
das bandas cromatográficas no detector. 


Outra característica de fundamental importância são as altas constantes de detecção e 
altas taxas de aquisição dos dados por unidade de tempo, já que as bandas cromatográficas 
chegam mais rapidamente ao detector quando se utiliza o UHPLC. 


Transferência de métodos do HPLC para o UHPLC 


Os procedimentos analíticos utilizados na rotina do controle de qualidade de indústrias 
farmacêuticas são bem estabelecidos e regulamentados. Como já dito anteriormente, o HPLC 
é uma das técnicas analíticas farmacopeicas mais extensamente utilizadas. Dessa forma, um 
ponto muito relevante a ser considerado é a possibilidade de transferência de um método já 
desenvolvido e protocolado empregando HPLC para um empregando UHPLC. 


Em uma transferência de método de HPLC para UHPLC bem sucedida, é possível manter 
ou melhorar a seletividade desejada da separação original. Na transferência de um método 
de separação vários parâmetros devem ser avaliados e otimizados, como: dimensões da 
coluna, volumes e configurações físicas do sistema, volumes de injeção, vazão da FM, perfis 
do gradiente, entre outros. 


A transferência do método HPLC para o UHPLC ou vice-versa, pode ser conduzida através 
de cálculos matemáticos relativamente complexos (devido a quantidade de variáveis). Para 
facilitar a transferência dos métodos, alguns softwares estão disponíveis comercialmente. 
Algumas empresas fabricantes dos equipamentos de UHPLC oferecem essa ferramenta. 
Também é possível encontrar na internet softwares gratuitos como o HPLC Calculator v3. 


A Figura 6.9 mostra a transferência de um método do HPLC para um UHPLC. Observe que 
apesar do tempo total de análise ter diminuído de 38 min no HPLC para 2,5 min no UHPLC, 
a resolução, seletividade e eficiência foram mantidas. Esse ganho de tempo é que torna o 
UHPLC uma técnica com grande potencial na indústria farmacêutica. 
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Exemplo de uma transferência de um método em HPLC para um em UHPLC. Análise de 5 
diferentes fármacos e suas principais impurezas. 


O preço dos equipamentos de UHPLC ainda são quase o dobro dos equipamentos de 
HPLC. Entretanto, acredita-se que com o aumento da concorrência entre as indústrias e 
com o amadurecimento da técnica, esse preço possa diminuir e o UHPLC se torne comum 
nas rotinas em que a rapidez das análises é fundamental (como é o caso das indústrias 
farmacêuticas). 
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Estudo de caso 


Um analista foi incumbido de desenvolver um método por HPLC para a análise simultânea 
dos analgésicos: ácido acetilsalicílico, paracetamol e cafeína em comprimidos. 


O 
o H E | OH CH3 
CH == O 
= CH3 N N“ 3 N 
HO NH q | g 
N = 

| O 
CH, 

Paracetamol Cafeina Acido acetilsalicilico 

pKa 9,8 pKa 0,52 pKa 3,5 


A primeira atitude que ele tomou foi fazer um levantamento dos métodos disponiveis na 
literatura especializada e nos compéndios oficiais para a análise desses fármacos empregan- 
do HPLC. Após a pesquisa ele resolveu empregar as seguintes condições cromatográficas, 
na tentativa de obter uma separação adequada dos analitos: Coluna: C18, 10 um, 250 x 4,6 
mm; Fase móvel: Solução-tampão acetato 0,05 mol/L (pH 5):Acetonitrila (50:50, v,v); Vazão da 
fase móvel: 1 mL/min; Detecção em 275 nm. 


A fase móvel foi preparada da seguinte forma: primeiramente foi feito 1 litro de solução- 
-tampão acetato 0,05 mol/L (pH 5) dissolvendo-se 28,5 g de acetato de sódio anidro em água 
ultrapura em balão volumétrico de 1 L, ajustando o pH com ácido acético glacial. A solução- 
-tampão foi filtrada empregando membrana de 0,45 um. Então, a quantidade de fase móvel 
desejada foi preparada misturando 70 partes da solução-tampão fosfato com 30 partes de 
acetonitrila. A fase móvel foi então sonicada por 10 min. 


Abaixo está o cromatograma obtido pelo analista após a injeção de 25 uL de solução 
metanólica dos analitos nas seguintes concentrações: paracetamol (0,5 mg/mL), cafeína (0,3 
mg/mL) e AAS (1,5 mg/mL). 


mV 


Cromatograma de amostra padrão dos analgésicos. 1: Ácido acetilsalicílico; 2: cafeína; e 3: aracetamol. 





Analisando esse caso, responda: 


a) Visto que os farmacos podem se comportar como acidos ou bases fracas, em que 
forma (ionizada ou não ionizada) estão as moléculas dos analitos durante o processo 
cromatografico? 


b) É possível especular qual a ordem de eluição dos analitos, baseando-se nas suas 
características físico-químicas e nas condições cromatograficas? 


c) Calcule o fator de alargamento para o pico do ácido acetilsalicílico. 


d) Qual o valor da resolução entre os picos? Elas são adequadas? (Dica: use uma régua 
para auxiliar no cálculo.) 


e) Por que o analista filtrou o tampão para fazer a fase móvel? E por que ele sonicou a 
mesma antes do uso? 


f) Faça algumas sugestões ao analista para que este possa melhorar a separação dos 
analitos. 


Respostas: 


a) 


b) 


c) 


d) 


f) 


De acordo com o pKa de cada substância e suas propriedades ácido-base apenas o 
ácido acetilsalicílico estará ionizado. (Ver seção Fases móveis e modos de eluição.) 


A separação cromatográfica está sendo desenvolvida em fase reversa. Portanto, as 
substâncias hidrofílicas tendem a eluir da coluna mais rapidamente. Isso justifica o fato 
do ácido acetilsalicílico (ionizado) ser o primeiro composto a eluir, seguido por cafeína e 
paracetamol (por ser o menos hidrofílico). (Ver seção Fases móveis e modos de eluição.) 


TF = 1,1. (Ver seção Parâmetros cromatográficos.) 


Resolução calculada a meia altura. Rs entre o pico do ácido acetilsalicílico e o da cafeína é 
igual a 1,7; Rs entre os picos 1 e 2é igual a 1,7 (considerado adequado); Rs entre os picos 
2e 3 é igual a 1,1 (considerado inadequado). (Ver seção Parâmetros cromatográficos). 


A filtração é importante para que nenhuma partícula não solubilizada da solução-tampão 
seja inserido no sistema cromatográfico o que poderia levar a danos graves no instrumen- 
to. A sonicação é bastante eficiente na degaseificação da fase móvel. 


A otimização de uma separação cromatográfica costuma ser empírica. Portanto, nessa 
questão são possíveis várias abordagens. Observando a equação geral da Resolução, 
podemos perceber que para melhorá-la devemos modificar três parâmetros basicamente: 
número de pratos (N), fator de separação ou seletividade (a) e fator de retenção (k). (Ver 
seção Parâmetros cromatográficos.) 








Otimização de k através da diminuição da força da fase móvel. No caso da fase rever- 
sa isso pode ser alcançado aumentando a proporção de água na fase móvel por ser o 
solvente mais polar. Entretanto, os valores de k para o pico da cafeína e paracetamol! já 
estão acima de 5. Portanto, essa estratégia pode não funcionar. (Ver seção Fases móveis 
e modos de eluição.) 


Otimização de a através da troca de acetonitrila por metanol ou a troca da coluna por uma 
C8. Essas estratégias podem ser bastante úteis. Para mais possibilidades, ver seções 
Parâmetros cromatográficos e Fases móveis e modos de eluição. 


Otimização da eficiência da coluna (aumento de N). A fase estacionária da coluna empre- 
gada pelo analista tem suas partículas de fase estacionária com tamanho médio de 10 um. 
Portanto, ele poderia empregar uma coluna com 5 um de tamanho de partícula, o que le- 
varia a um aumento considerável na eficiência da coluna com consequente estreitamento 
dos picos e melhoria da resolução (visto que esta é alterada pela largura dos picos). (Ver 
seção Parâmetros cromatográficos.) 


O emprego de mais de uma dessas sugestões pode ser necessário para alcançar uma 
resolução adequada entre todos os picos. 
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OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo, o leitor encontrará, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre as 
técnicas analíticas eletroforese capilar e cromatografia gasosa relacionadas ao controle de 
qualidade de medicamentos. Este capítulo discutirá os princípios básicos dessas técnicas, 
considerando suas limitações e vantagens. 


ELETROFORESE CAPILAR 


A eletroforese capilar (EC) está inserida em um grupo de técnicas analíticas conhecidas 
por técnicas de eletromigração em capilares. Essas técnicas apresentam em comum a pos- 
sibilidade de separação e quantificação de misturas complexas empregando capilares de 
pequenas dimensões (entre 20 e 100 um de d.i.) e comprimentos (entre 20 e 100 cm). Entre 
essas técnicas de eletromigração em capilares podemos citar: eletrocromatografia capilar, 
eletroforese capilar de peneiramento, eletroforese capilar em gel, cromatografia capilar de 
afinidade, cromatografia eletrocinética, cromatografia eletrocinética micelar, cromatografia 
eletrocinética em microemulsão, focalização isoelétrica capilar, isotacoforese capilar e ele- 
troforese capilar. Dependendo das características físico-químicas dos analitos de interesse, 
pode-se optar por uma ou mais técnicas para realizar a separação e posterior quantificação. 
O objetivo deste subcapítulo é apresentar os conceitos básicos sobre a eletroforese capilar, 
o equipamento, a sistemática para o desenvolvimento de um método, assim como a realiza- 
ção de análises quantitativas. Além disso, aplicações na área de controle de qualidade de 





medicamentos serão apresentadas. Para uma discussão mais detalhada sobre a técnica, os 
leitores podem consultar os livros textos referenciados ao final do capítulo. 


Fundamentos da técnica 


A definição de EC consiste na separação de analitos ionizados que ocorre no interior de um 
capilar de sílica preenchido por soluções-tampão ou um outro eletrólito. A separação ocorre 
devido à diferença entre as mobilidades das espécies carregadas no interior desse capilar que 
atingem o detector em tempos diferentes. O gráfico gerado é chamado de eletroferograma. A 
Figura 7.1 apresenta um esquema de um equipamento para EC. 


Inicialmente, o capilar é preenchido com um eletrólito de análise. Uma alíquota da amostra 
é introduzida em uma das extremidades do capilar e ambas são então mergulhadas em dois 
reservatórios contendo os eletrodos e o eletrólito de análise. A aplicação de uma alta dife- 
rença de potencial entre os eletrodos leva à migração e à separação dos analitos no interior 
do capilar devido a dois mecanismos principais: mobilidade eletroforética do analito (u«) e 
mobilidade eletrosmótica da solução (Usor). 


Mobilidade eletroforética do analito (p) 


A mobilidade eletroforética é o movimento de qualquer partícula carregada (íon) sob a 
influência de um campo elétrico. Os cátions são atraídos pelo cátodo e os ânions pelo ânodo. 
A mobilidade de cada fon é dependente do seu tamanho e numero de cargas. Assim, um fon 
pequeno se moverá mais rapidamente do que um fon maior com o mesmo número de carga. 
A equação abaixo relaciona a proporção carga/massa com a mobilidade eletroforética (mue) 


do analito: 
= Ze 
Fa =| gm nr 


na qual z é do número de cargas elementares na sua forma iônica e e, a carga elementar, 
mn é a viscosidade do meio e r é o raio do íon. 





A velocidade eletroforética de cada íon é dada pela equação: 


Vy = ME 


em que V é a velocidade eletroforética do íon, e E é o campo elétrico aplicado (V cm’). 
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Esquema simplificado de um equipamento para eletroforese capilar. 








Portanto, quanto maior a tensão aplicada, maior sera a velocidade de migração do fon no 
interior do capilar. 


Mobilidade eletrosmótica da solução (Hot) 


A aplicação de uma diferença de potencial ao longo do capilar preenchido com uma 
solução-tampão pode causar o fluxo da solução ao longo do capilar. Isso ocorre devido às 
características do capilar de sílica fundida. A parede interna de um capilar de sílica fundida 
é constituída por grupamentos silanóis ácidos (Si-OH) com carga negativa em pH acima de, 
aproximadamente, 4 (Si-O’). O valor do pKa dos grupamentos silanóis pode variar dependo 
da qualidade da sílica empregada na confecção dos capilares. Por exemplo, sílicas contami- 
nadas com metais apresentam valores de pKa menores. 


Se uma análise for realizada em um pH no qual esses grupamentos silanóis se apresentam 
ionizados, uma camada de cátions neutraliza parcialmente a carga negativa da sílica (Fig. 
7.2). A carga negativa restante é neutralizada pelo excesso de cátions solvatados presentes 
em uma região localizada na solução próxima à parede, porém não no seio da solução. Na 
presença de uma diferença de potencial, os cátions são atraídos para o cátodo e os ânions 
para o ânodo. O excesso de cátions transfere o movimento resultante na direção do cátodo. 
Essa ação é conhecida por eletrosmose e é produzida pelos cátions solvatados nessa cama- 
da próximo a parede do capilar. Esse movimento cria um fluxo uniforme da solução inteira na 
direção do cátodo, o que resulta em grande eficiência na separação dos analitos. 

A mobilidade eletrosmótica é dada pela equação abaixo e está associada com a permiti- 
vidade da solução (£,), a permitividade do vacuo (£), o potencial zeta (€) e a viscosidade da 
solução (m), conforme a equação abaixo. 

- ES 
eof n 

A velocidade eletrosmótica (V.o) é diretamente proporcional à mobilidade eletrosmótica da 
solução (Usa). A equação a seguir apresenta a relação entre a velocidade eletrosmótica e o 
campo elétrico aplicado: 


Va = ley E 
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aie Were Esquema do fluxo eletrosmótico em eletroforese capilar. 





Em valores de pH baixo o movimento eletrosmótico da solução diminui devido à diminuição 
da ionização dos grupamentos silanóis na parede do capilar; em valores de pH extremamente 
ácidos esse movimento pode ser nulo e assim a migração dos analitos se dará apenas devido 
à mobilidade eletroforética do analito. O fluxo eletrosmótico uniforme contribui para a alta 
eficiência apresentada na eletroforese capilar. 


Os princípios teóricos básicos envolvidos em eletroforese capilar foram apresentados. 
Contudo, durante o desenvolvimento de um método, diversos parâmetros devem ser otimiza- 
dos a fim de obter valores de resolução adequadas entre os analitos, preferencialmente em 
um curto intervalo de tempo. 


Eficiência e resolução em EG 


A eficiência e a resolução são parâmetros que auxiliam a determinar a “qualidade” da 
separação dos analitos. Diferentemente da HPLC, os parâmetros resolução e eficiência em 
EC levam em consideração o fato da separação ser realizada pela aplicação de um campo 
elétrico e também devido à presença do fluxo eletrosmótico da solução. Dessa forma, em EC 
não há uma fase estacionária propriamente dita e os mecanismos de alargamento de banda 
são devidos apenas ao aquecimento Joule (discutido posteriormente), ligação de alguns ana- 
litos à parede do capilar e a dispersão devido à eletromigração. Portanto, o número de pratos 
(N) em EC é muito maior que o observado em HPLC. A equação abaixo mostra como pode 
ser calculado o número de pratos em EC: 

uv 
~ 2D 
em que u é a mobilidade observada (ou aparente) do analito, V a tensão aplicada e Do 
coeficiente de difusão individual do soluto. 


É interessante notar que quanto maior a tensão aplicada, maior será o número de pratos. 
Essa relação é valida desde que a tensão aplicada não seja excessivamente alta e leve ao 
aquecimento Joule (discutido posteriormente), diminuindo assim a eficiência da separação. 


O parâmetro “resolução (Rs)” em técnicas de separação é um dos fatores mais impor- 
tantes a ser considerado, pois mostra exatamente a separação entre picos adjacentes e, 
portanto, está diretamente relacionada a capacidade de determinada técnica analítica em 
separar, quantificar e até mesmo identificar um determinado analito. Devido as caracteris- 
ticas intrínsecas da EC, a equação para resolução de dois picos adjacentes é diferente da 
observada em HPLC, pois também leva em consideração o fluxo eletrosmótico da solução e 
também a tensão aplicada. A resolução (Rs) em EC pode ser determinada de acordo com a 
equação abaixo: 


7 0,177 (Ato = Als ) vy» 
(Hone + Hor) D 


em que D = coeficiente de difusão do soluto, us, = mobilidade eletroforética, U,., = mobilida- 
de eletrosmótica, ua; = média da mobilidade eletroforética para dois analitos, V = tensão 
aplicada. 

Portanto, na otimização e desenvolvimento de um método por EC devemos avaliar diver- 


sos parâmetros com o objetivo de obter uma resolução aceitável entre os picos adjacentes. 
Os valores aceitáveis de resolução devem ser os mesmos descritos no Capítulo 6. 














Desenvolvimento e otimização de um método por EC 


Diversos fatores devem ser otimizados no desenvolvimento de um método por EC. Entre 
os principais podemos citar: tipo, concentração e pH do eletrólito de análise de análise; ten- 
são aplicada; tipo de injeção empregada e pré-condicionamento do capilar. Inicialmente, no 
desenvolvimento de um método por EC deve-se conhecer as propriedades físico-químicas 
dos analitos em questão, tais como solubilidade, pKa, log P, entre outras. Essas proprieda- 
des, principalmente, a solubilidade e pKa são extremamente importantes. A solubilidade da 
amostra em água é importante, pois caso o analito não seja hidrossolúvel a análise pode ser 
prejudicada e outro método de separação pode ser empregado, como a eletroforese capilar 
em meio não aquoso ou cromatografia eletrocinética micelar. O pKa do analito informa o grau 
de ionização do mesmo em diferentes valores de pH, dando indícios se o analito estará ou não 
ionizado naquele pH de análise e qual a espécie predominante (no caso de bases, cátions, 
no caso de ácidos, anions). É importante destacar que sempre em EC deseja-se que o analito 
esteja em sua forma ionizada. 


pH e concentração da solução-tampão 


A função da solução-tampão é controlar precisamente o pH da análise, pois pequenas 
variações podem levar a diferenças significativas dos tempo de migração dos analitos e tam- 
bém na resolução. Normalmente trabalha-se com concentrações da solução-tampão entre 
5-100 mmol/L, sempre respeitando a capacidade tamponante de cada solução-tampão de 
acordo com seu pKa. A Tabela 7.1 ilustra alguns reagentes e seus valores de pKa. 


O efeito do pH e da concentração da solução-tampão influência principalmente o grau de 
ionização dos analitos, o grau de ionização dos grupamentos silanóis residuais do capilar de 
sílica e o fluxo eletrosmótico da solução. Portanto, essas três variáveis poderão ser influencia- 
das quando se muda o valor do pH ou a concentração da solução-tampão. Como discutido 
anteriormente, se o analito em questão for um ácido ou uma base ionizável inicialmente, 
trabalha-se em pH básico e ácido, respectivamente, com o objetivo de manter esses analitos 
ionizados. Nessa condição os analitos apresentarão algum grau de mobilidade eletroforética 
e migrarão de acordo com a equação da mobilidade eletroforética. 


O pH da solução-tampão influencia o grau de ionização dos grupamentos silanóis re- 
siduais, conforme discutido anteriormente. Em pH ácido, quase não haverá ionização dos 


Tabela 7.1. 




















Substancia quimica Substancia quimica 

Fosfato 2,14; 7,10; 13,3 Tris? 7,30 
Acetato 4,76 Hepes? VAN 
Borato 9,14 Tricina 8,05 
Lactato 385 Aspartato 1,99 
Formato Si) TESE 7,50 
Citrato 3,12; 4,76; 6,40 Caps? 10,40 


ahidroximetilaminometano; "HEPES: ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanossulfônico, TES: ácido 
N-tris[hidroximetil]metil-2-amino etanossulfônico, “CAPS: ácido 3-[ciclohexilamino]-1-propanossulfônico 





grupamentos silanóis, portanto o fluxo eletrosmótico será baixo. O contrário é observado em 
pH alcalino, em que o grau de ionização dos grupamentos silanóis é alto, sendo, portanto 
alto a Hea É importante destacar que essa mudança no pH da solução-tampão pode levar a 
alterações no tempo de migração do analito, pois quanto maior o fluxo eletrosmótico maior a 
velocidade de migração. Além disso, nem sempre um fluxo eletrosmótico alto pode favorecer 
uma boa resolução entre os analitos. Sendo assim, esse parâmetro deve ser otimizado, ava- 
liando muito criticamente a resolução entre os analitos e o tempo de migração dos mesmos. 


A concentração da solução-tampão influencia no poder de tamponamento da mesma, o 
que é importante em EC, principalmente, devido ao efeito de eletrólise da água que ocorre 
entre as análises (discutido posteriormente). Além disso, a concentração da solução-tampão 
influencia no fluxo eletrosmótico da solução devido a sua influência no potencial zeta da pa- 
rede do capilar, representado pela equação abaixo: 


_ 4n6e 
e. 
Na qual s é a constante dielétrica da solução-tampão, e é o total de carga em excesso na 
solução por unidade de área e & é a espessura da dupla camada da parede do capilar ou o 
raio iônico de Debye. 


O raio iônico de Debye é 3 x 107 (Z(C”), em que Zé o número de elétrons de valência e C 
a concentração da solução-tampão. Dessa forma, quando a força iônica do meio aumenta o 
fluxo eletrosmótico da solução diminui em decorrência da diminuição do potencial zeta. Além 
disso, o aumento da concentração da solução-tampão leva a um aumento na corrente gerada, 
podendo levar ao “aquecimento Joule”, conforme discutido posteriormente. Sempre que pos- 
sível, deve-se trabalhar com soluções-tampão em concentrações altas, porém que não resul- 
tem em elevados valores de corrente durante a análise. Essa condição pode ser conseguida 
com o uso dos chamados “tampões orgânicos”, por exemplo, o tris(hidroximetilaminometano). 
Esses reagentes, por terem natureza orgânica, resultam em uma corrente baixa quando utili- 
zados em altas concentrações. 


Dessa forma, o pH e a concentração da solução-tampão devem ser avaliados levando 
em consideração todos os efeitos descritos, sempre objetivando uma máxima eficiência na 
separação dos analitos em um curto intervalo de tempo. 


Tensão aplicada 


O campo elétrico aplicado no sistema interfere diretamente tanto na velocidade eletro- 
forética do analito quanto na velocidade eletrosmótica da solução, como apresentado nas 


equações abaixo: Vy = yE 


Prof = leog E 


Portanto, uma variação na tensão gera uma modificação do tempo de migração dos analitos 
e, além disso, influencia diretamente na corrente gerada no capilar. Dessa forma, com o au- 
mento da tensão ocorre um aumento da corrente gerada e diminuição do tempo de migração. 
A condução de corrente elétrica através de uma solução eletrolítica gera calor via colisões 
friccionais entre os fons migrantes e as moléculas da solução, a esse efeito se dá o nome de 
aquecimento Joule. Esse efeito é um ciclo vicioso em que a redução da viscosidade da solu- 
ção-tampão devido ao aquecimento gera uma maior corrente e, por conseguinte, um aumento 
na temperatura, reduzindo ainda mais a viscosidade da solução. Esse aquecimento Joule leva 
à diminuição da eficiência em EC, pois os analitos que estão no seio da solução migrarão com 
uma maior velocidade (devido o aquecimento) em relação aos analitos que estão na periferia, 
mais próximos às paredes do capilar. Com isso, o perfil da separação deixa de ser plano (alta 








eficiência) e torna-se parabólico, o que leva a uma diminuição da resolução dos analitos (Fig. 
7.3). Dessa forma, a tensão deve ser ajustada para se obter um tempo de análise relativamente 
curto sem que haja um excessivo aquecimento Joule e comprometimento da resolução dos 
analitos. Em equipamentos convencionais a tensão aplicada pode chegar até 30 kV. 


Tipo de injeção empregada 


O tipo de injeção influencia principalmente a detectabilidade do método. Em EC, existem 
basicamente 3 formas de injetar a amostra. A injeção hidrodinâmica, na qual os analitos são 
injetados por um diferencial de pressão aplicado, a injeção gravitacional, em que o capilar, 
enquanto mergulhado no recipiente da amostra, é mecanicamente elevado acima da altura 
do detector e a injeção eletrocinética, na qual a amostra é introduzida pela aplicação de uma 
diferença de potencial elétrico. As mais empregadas são as injeções hidrodinâmica e eletro- 
cinética. A injeção eletrocinética é ideal em situações em que a mobilidade eletroforética do 
analito é alta ou quando se usa capilares preenchidos com géis, como no caso de análise de 
proteínas. Contudo a injeção hidrodinâmica apresenta uma grande reprodutibilidade sendo, 
portanto, mais empregada em análises de fármacos. A quantidade injetada em cada caso 
esta descrita nas equações seguir, respectivamente. 





Injeção hidrodinâmica: 

APD' x 

128 nL 

sendo V, a quantidade injetada em volume por tempo (nL/s), AP a diferença de pressão, D o 
diâmetro interno do capilar, m a viscosidade da solução-tampão e L o comprimento total do 
capilar. 


V = 


Injeção eletrocinética: 
O= (Hy + Hay JE mr C 
sendo Q a quantidade injetada, C a concentração da amostra, E o campo elétrico aplicado e 


ro raio do capilar. 


Normalmente as variáveis otimizadas nesse tipo de injeção são a pressão aplicada (quan- 
do hidrodinâmica) ou diferença de potencial (quando eletrocinética) por tempo de injeção. 





L. a 
A B 
(A) Perfil plano de separação comumente observado em EC. (B) Perfil parabólico 
observado com o aquecimento Joule. 





A grande questão envolvendo injeções em eletroforese capilar é o quanto injetar. Devido 
as características intrínsecas da técnica, o poder de detectabilidade não é bom, pois está 
limitado ao caminho óptico, representado pelo diâmetro interno do capilar, e pelo volume 
de injeção. Portanto quanto maior a quantidade injetada, maior a quantidade em massa que 
atinge o detector, dessa forma melhorando a detectabilidade do método. Contudo, grandes 
quantidades injetadas levam à perda de resolução entre os picos adjacentes devido a maior 
banda introduzida no capilar. A Figura 7.4 ilustra esse efeito. A quantidade injetada deve ser 
o suficiente para permitir uma adequada detecção dos analitos sem prejuízo na resolução 
dos mesmos. 


Condicionamento do capilar 


Quando um capilar de sílica é usado pela primeira vez e quando esse capilar é utilizado 
nas análises, é importante realizar ciclos de condicionamento e pré-condicionamento do 
mesmo. Esse tratamento garante um fluxo eletrosmótico constante entre as análises, já que 
qualquer variação pode levar a alterações nos tempos de migração dos analitos entre as 
análises. Essa alteração nos tempos de migração causa dificuldades em análises qualitativas, 
quando a comparação dos tempos de migração entre padrões e as amostras são necessá- 
rias. Além disso, componentes da amostra podem adsorver na parede do capilar e mudar a 
carga da parede, interferindo assim no fluxo eletrosmótico. O material adsorvido pode tam- 
bém interagir com o analito e causar picos assimétricos. Para evitar esses problemas, durante 
o desenvolvimento do método, uma etapa de lavagem e pré-condicionamento do capilar deve 
ser adotada. Existem diferentes formas de realizar esse pré-condicionamento, contudo o uso 
de hidróxido de sódio seguido por água e pelo eletrólito de análise vem mostrando ser muito 
eficiente. O Quadro 7.1 mostra um possível ciclo de pré-condicionamento que pode ser em- 
pregado em EC. 


Existem outros parâmetros que podem ser otimizados durante o desenvolvimento de um 
método por EC, tais como temperatura de análise, comprimento e diâmetro interno do capi- 
lar, adição de modificadores orgânicos etc. Para uma melhor discussão sobre esses fatores, 
recomenda-se ao leitor consultar os livros textos referenciados ao final deste capítulo. 
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Relação entre o aumento da quantidade injetada (A) e a resolução dos analitos (B). 








QUADRO 7.1. Exemplo de um possivel tipo de ciclo de pré-condicionamento que 
pode ser empregado em eletroforese capilar, considerando um capilar de silica 
fundida nao recoberto 


Inicio do dia 
e 10 minutos de lavagem com NaOH 100 mmol/L 
e 10 minutos de lavagem com H,O 


Lavagem entre análises 
e 2 minutos de lavagem com NaOH 100 mmol/L 
e 2 minutos de lavagem com H,O 
e 3 minutos de lavagem com o eletrólito de análise 
Final do dia 
e 10 minutos de lavagem com NaOH 100 mmol/L 
e 10 minutos de lavagem com H,O 








Análise qualitativa empregando EG 


A análise qualitativa em EC pode ser realizada da mesma forma que é realizada por HPLC. 
Os principais métodos para a análise qualitativa em EC são: (i) comparação do tempo de 
migração de padrões conhecidos com os analitos presentes na amostra, (ii) comparação 
de espectros de absorção de padrões conhecido com analitos presentes na amostra (nesse 
caso o equipamento de EC deve ter como detector um espectrofotômetro com detecção 
por arranjo de diodos, DAD — Diode Array Detector) e (iv) quando o equipamento de EC for 
acoplado a um espectrômetro de massas, por meio da comparação dos espectros de frag- 
mentação dos padrões conhecidos com os da amostra. Frequentemente a análise qualitativa 
é realizada empregando os métodos i e ii ao mesmo tempo. Após a análise de um padrão 
conhecido, determina-se o seu tempo de migração e espectro de absorção, que devem ser 
comparados com o tempo de migração e espectro de absorção de uma substância que 
supostamente é aquele padrão conhecido. A Figura 7.5 exemplifica esse caso. Além disso, 
o tempo de migração pode mudar ligeiramente de análise para análise devido a pequenas 
variações no fluxo eletrosmótico. Nesse caso, pode-se adicionar um marcador no eletrólito de 
análise e correlacionar o tempo de migração de seu analito com o tempo de migração desse 
marcador. Assim se houver uma pequena modificação no tempo de migração de seu analito, 
haverá também uma pequena modificação no tempo de migração do marcador. Deve-se 
destacar que a eletroforese capilar não é uma técnica adequada para análise qualitativa, exis- 
tindo técnicas mais adequadas para tais análises como a espectroscopia no infravermelho e 
a ressonância magnética nuclear. 


Análise quantitativa empregando EG 


A análise quantitativa em eletroforese capilar é frequentemente realizada pela padroni- 
zação externa ou interna, por meio da construção de curvas analíticas com padrões de con- 
centrações conhecidas. Os conceitos de padronização externa e interna já foram discutidos 
nos capítulos anteriores e todos os conceitos discutidos podem ser aplicados aqui. A única 
diferença em eletroforese capilar é que a curva analítica também pode ser construída normali- 
zando a área do pico com o tempo de migração do analito. Isso é realizado porque os analitos 
que migram mais rapidamente permanecem menos tempo na região de detecção, portanto 
sua área (ou altura) será menor quando comparada com áreas de analitos que migram mais 
lentamente e permanecem mais tempo na região de detecção. Isso não acontece, por exem- 
plo, em HPLC, em que os analitos passam pelo detector com a mesma vazão (velocidade) e, 
portanto, permanecem pelo mesmo tempo no detector. A normalização do pico é dada pela 
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Exemplo de análise qualitativa por EC. (A) comparação do tempo de migração do analito 
em questão e o padrão e (B) comparação dos espectros de absorção do analito em análise e o padrão 
conhecido. 


razão entre as áreas dos analitos e o tempo de migração dos mesmos. Após normalizados 
os picos, é construída uma curva analítica plotando a concentração dos analitos no eixo das 
abscissas e a área do pico normalizada no eixo das ordenadas, obtendo assim a regressão 
linear e a equação da reta. A Tabela 7.2 exemplifica esse tipo de situação. 


Vantagens do uso da EG em controle de qualidade de medicamentos 


A grande vantagem do emprego da EC em controle de qualidade de medicamentos é 
o baixo custo envolvido em toda a análise, o baixo consumo de solventes orgânicos e a 
alta eficiência na separação dos analitos. Como frequentemente a quantidade de analitos 
presentes em um medicamento é relativamente alta, problemas de detectabilidade não são 
observados em análises de rotina. Isso torna a EC uma técnica ideal para ser implantada em 
um setor de controle de qualidade de uma indústria, pois combina as principais característi- 
cas desejáveis para um industria, tais como baixo custo operacional e ausência de geração 
de resíduo químico. 





Tabela 7.2. 




















Eixo x . Eixo y 

Concentração (pg/mL) Area analito tm analito Area analito / tm analito 
10,00 329 6,58 50,00 

20,00 640 6,49 98,61 

40,00 1.100 6,60 166,67 

80,00 1.987 6,45 308,06 

160,00 4.210 659 638,85 

320,00 4.934 6,43 767,34 


tm = tempo de migração. 


CROMATOGRAFIA GASOSA 


Introdução 


A cromatografia gasosa (CG) é uma das técnicas analíticas mais importantes para análises 
de compostos voláteis ou volatilizáveis. Seu ótimo poder de resolução viabiliza a determina- 
ção de dezenas de substâncias em uma mesma corrida cromatográfica. A CG também se 
destaca pela sua excelente sensibilidade e seletividade, pois o uso de alguns dos detectores 
disponíveis para CG podem atingir níveis de detecção abaixo de 10/29. 


Por serem ambas técnicas cromatográficas em coluna, tanto as separações por CG quan- 
to por HPLC seguem basicamente os mesmos princípios, os quais já foram apresentados no 
capítulo 6 deste livro. A principal diferença entre essas técnicas é a fase móvel. Enquanto 
na HPLC a fase móvel é líquida e tem um papel preponderante na separação, na CG a fase 
móvel é um gás e seu papel é carregar os analitos ao longo da coluna, sem interferir na 
seletividade da separação. Assim, na CG a fase estacionária (FE) se encontra no interior de 
uma coluna cromatográfica e a fase móvel (FM) gasosa carrega os componentes da amostra 
ao longo da coluna para que eles possam interagir com a FE e serem separados. Portanto, 
os mecanismo de separação da cromatografia gasosa estão baseados na distribuição dos 
componentes de uma amostra entre a fase móvel gasosa e a fase estacionária, que pode ser 
um líquido ou um sólido adsorvente. 


Instrumentação 
Sistema de gás de arraste 


Em CG a FM é um gás de arraste quimicamente inerte (não deve reagir com a amostra, 
fase estacionária ou superfícies do instrumento) e ultra puro. Os gases mais comumente em- 
pregados são hélio, nitrogênio, argônio e hidrogênio. Esses gases são acondicionados em 
cilindros sob alta pressão, portanto manômetros, reguladores de pressão e de fluxo são ne- 
cessários para o controle da vazão do gás. As pressões de entrada na coluna se situam entre 
10 a 50 psi, levando a vazões de 25 a 150 mL/min e 1 a 25 mL/min em colunas recheadas e 
capilares, respectivamente. 
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Ilustração dos principais componentes de um equipamento para CG. 1) reservatório 
pressurizado para o gás de arraste, 2) controlador de pressão e vazão, 3) seringa de injeção, 4) injetor, 
5) coluna, 6) forno para coluna, 7) detector e 8) aquisição e tratamento de dados. 


Sistema de injeção da amostra 


O sistema de injeção é uma etapa crítica em CG. A injeção da amostra deve ser realizada 
de maneira a se obter uma banda estreita de vapor, com quantidade de amostra compatível 
com o recheio da coluna, pois falhas nesses pontos podem acarretar deformações nos picos 
e perda da eficiência da coluna. 


As colunas recheadas normais suportam um volume de amostra maior do que as capilares. 
Para que essas e outras diferenças sejam respeitadas, injetores com/sem divisor de amos- 
tras (injetores split/splitless) são empregados. No modo divisor (split), apenas uma fração da 
amostra injetada é enviada à coluna. Portanto, esse modo deve ser utilizado na análise de 
compostos em concentrações elevadas. Já utilizando o injetor sem divisor (splitless), toda a 
amostra é enviada à coluna. 


Gases, sólidos e líquidos podem ser injetados nos equipamentos de CG, contanto que obe- 
deçam a regra de serem vaporizados (no caso de sólidos e líquidos) na temperatura de opera- 
ção do equipamento. As amostras líquidas e gasosas são introduzidas no sistema cromatográ- 
fico por meio de septos de silicone ou politetrafluoretileno (PTFE), geralmente empregando-se 
seringas calibradas. Substâncias sólidas podem ser dissolvidas num solvente adequado e 
injetadas com o auxílio de uma seringa; ou podem ser introduzidos no sistema com o uso de 
dispositivos específicos para a vaporização e injeção direta. Da mesma forma que em HPLC, 
existem equipamentos para automatização das injeções das amostras (autoinjetores). 


Colunas cromatográficas e fases estacionárias 


Em CG as colunas cromatográficas podem ser do tipo empacotada (ou recheada) e ca- 
pilar. Dentre outros fatores, o tipo de coluna influencia a quantidade de amostra que pode 
ser analisada, a eficiência da separação, o número de analitos que podem ser facilmente 
separados e o tempo de análise (Fig. 7.7). 
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aCe Were) Colunas para CG. (A) coluna capilar com camada porosa, (B) coluna capilar com parede 
recoberta, (C) coluna capilar com suporte recoberto e (D) coluna recheada. 


Colunas capilares ou tubulares abertas 


Quase a totalidade das análises na rotina do controle de qualidade farmacêutico utilizando 
CG como técnica analítica emprega colunas capilares. Essas colunas são construídas a partir 
de sílica fundida revestida com um polímero de proteção (poli imida). As colunas podem ter 
até 100 m de comprimento com um diâmetro interno de cerca de 0,10 a 0,53 mm. 


Existem basicamente três tipos de colunas capilares: colunas capilares com parede 
recoberta (WCOT, wall-coated open tubular column) contendo a parede interna do capilar 
recoberta com uma fina camada de uma fase estacionária (tipicamente 0,25 um); colunas 
capilares com suporte recoberto (SCOT, support-coated open tubular column) nas quais 
a parede interna do capilar é recoberta com um suporte sólido adsorvente com uma fase 
estacionária dispersa em sua superfície; e colunas capilares com camada porosa (PLOT, 
do inglês porous-layer open tubular column), em que a fase estacionária é o próprio sólido 
adsorvente que recobre a parede interna do capilar. 


A altura do prato, o tempo de retenção e a capacidade da coluna são proporcionais à es- 
pessura da fase estacionária. Portanto, as colunas capilares proporcionam maior resolução, 
menores tempos de análise e maior sensibilidade se comparadas às colunas recheadas. 
Entretanto, elas têm menor capacidade de amostra. 


Colunas empacotadas 


Essas colunas são recheadas com partículas finas de um suporte sólido, podendo ser 
recoberto ou não por uma fase estacionária líquida não volátil. As colunas empacotadas são 
fabricadas em vidro, aço inoxidável, cobre ou alumínio e têm tipicamente de 1 a 6 m de 
comprimento, com diâmetro interno de 2 a 6 mm. Em detrimento de seu menor poder de 
resolução, são Úteis em análises preparativas, as quais requerem uma maior capacidade de 
amostra da coluna. 


Fases estacionárias 


As análises por CG se restringem basicamente à cromatografia gás-líquido, ou seja, a 
separação das substâncias presentes na amostra se baseia em suas diferenças de volatili- 
dade e solubilidade na FE. A Tabela 7.3 mostra as principais FE utilizadas em cromatografia 
gás-líquido. 


Tabela 7.3. 


Fase estacionaria Faixa de temperatura Aplicações comuns 





Dimetilsiloxano -60 a 350 °C Fase apolar de uso geral. 
Hidrocarbonetos aromáticos, 
polinucleares e esteroides 














5% fenil-dimetilsiloxano -60 a 350 °C Drogas, ésteres metilicos e compostos 
halogenados 
50% fenil-dimetilsiloxano -10 a 250 °C Drogas, esteroides e praguicidas 
50% cianopropil-dimetilsiloxano 40 a 240°C Alcoóis e ácidos graxos poli-insaturados 
Polietilenoglicol 20 a 250 °C Óleos essenciais, alcodis, ésteres e 
glicóis 
Detectores 


Um detector deve ter uma série de características para que sua utilização seja interessan- 
te. Dentre elas, as mais importantes são: alta sensibilidade, estabilidade e reprodutibilidade; 
ampla faixa de resposta linear e de temperatura de operação; altas constantes de detecção 
independentes da vazão e robustez. Entretanto, igualmente ao HPLC, não existe um detector 
que cumpra todas as exigências apresentadas e portanto seja ideal. Os critérios de escolha 
na utilização de cada detector residem na relação custo-benefício e na necessidade de cada 
análise. Esta, em última instância, depende das características físico-químicas da amostra a 
ser analisada. A oferta de detectores para serem empregados em CG é bem maior do que 
para HPLC e CE, entretanto, o emprego na rotina do controle de qualidade se restringe aos 
detectores apresentados a seguir. 


Detector de condutividade térmica 


Os detectores de condutividade térmica são universais e respondem à concentração dos 
analitos. Além da universalidade da resposta, suas principais vantagens estão na sua simpli- 
cidade, ampla faixa de resposta linear e na sua característica não destrutiva dos analitos, o 
que permite a coleta destes após a detecção. 


Princípio de funcionamento. O detector tem um filamento aquecido por onde passam o gás 
de arraste e os analitos. Enquanto apenas o gás de arraste passa pelo filamento, a tempe- 
ratura deste permanece constante e, à medida que o analito elui da coluna, a condutividade 
térmica do gás de arraste diminui, aumentando a temperatura do filamento. Então, o detector 
consegue transformar essa diferença de temperatura em um sinal elétrico e depois traduzido 
por um computador em um cromatograma. 


Os gases mais adequados para serem utilizados nesse tipo de detector são o hidrogênio e 
o hélio, por terem boa condutividade térmica e assim permitirem melhores limites de detecção. 


Detector de captura de elétrons 


O detector por captura de elétrons é altamente seletivo para solutos com grupos funcio- 
nais eletronegativos, tais como halogênios, carbonilas conjugadas, nitrocompostos e com- 
postos organometálicos e é relativamente insensível às aminas, alcoóis e hidrocarbonetos. 





Embora o seu limite de detecção seja excelente, sua escala linear se estende por cerca de 
duas ordens de magnitude. 


Principio de funcionamento. O detector consiste de um emissor de partículas B (produ- 
zidas por uma lâmpada do isótopo radioativo “Ni). As partículas emitidas ionizam o gás de 
arraste, que é geralmente N,, resultando na produção de elétrons adicionais que dão origem 
a uma corrente elétrica entre um par de eletrodos. Quando solutos com grande afinidade por 
elétrons eluem da coluna e passam pelo detector, capturam alguns dos elétrons daquela 
corrente. Dessa forma, o sinal do detector é proporcional à diminuição da corrente elétrica. 


Detector de ionização em chama 


Esse detector é um dos mais empregados em análises por CG. É um detector sensível à 
maioria dos hidrocarbonetos e não apresenta sensibilidade a substâncias como H,, He, No, 
O,, CO, CO,, HO, NHs, NO e HS. 

Princípio de funcionamento. O gás de arraste juntamente com os analitos chegam ao 
detector e são direcionados a uma chama de ar/H,. Quando pirolizados pela chama, os áto- 
mos de carbono (exceto aqueles provenientes de carbonilas e carboxilas) produzem fons e 
elétrons, os quais são coletados por um eletrodo, gerando uma corrente que é monitorada e 
transformada em um sinal pelo registrador. A resposta do detector é diretamente proporcional 
à massa dos analitos que por ele passam por unidade de tempo. 


Detector de nitrogênio e fósforo ou detector termiônico 


Esse detector é muito utilizado para análise de praguicidas e fármacos contendo átomos 
de nitrogênio e/ou fósforo. 


Princípio de funcionamento. É um detector de ionização em chama com modificações que 
levam a uma maior sensibilidade para substâncias que têm N e P na sua estrutura. Quando 
os compostos contendo N e P eluentes da coluna entram em contato com uma pérola isolante 
de vidro contendo brometo de césio ou sulfato de rubídio geram fons como PO;, NO; e CN, 
dando origem a uma corrente que é medida e transformada em sinal. 


Detecção por espectrometria de massas 


Da mesma forma que acoplada à cromatografia líquida (LC-MS), a espectrometria de 
massas (MS, Mass Espectrometry), combinada à cromatografia gasosa (CG-MS), é uma fer- 
ramenta extremamente útil tanto para análises qualitativas quanto para análises quantativas. 
Os princípios de operação do LC-MS e do CG-MS são praticamente semelhantes, dessa 
forma, para maiores informações, consultar o capítulo 6 deste livro. A principal exceção reside 
na interface entre os equipamentos cromatográficos e os espectrômetros de massas. Pois, 
em HPLC o eluato da coluna é líquido e no caso do CG é gasoso. Assim, a interface deve 
manter a compatibilidade entre o fluxo de gás que sai do CG e o alto vácuo necessário para 
o funcionamento adequado do MS. 


Controle de temperatura 


Em CG o controle da temperatura é de extrema importância para a separação adequada 
dos componentes de uma amostra. Devem ter a temperatura controlada o injetor, a coluna e 
o detector. 


e Injetor O sistema de injeção deve ser aquecido a uma temperatura suficiente para a 
vaporização dos analitos, mas sem que haja decomposição destes. 


Tabela 7.4. 


Detector Limite de detecção Faixa linear Estabilidade Aplicação 
Condutividade térmica 400 pg/mL = 110° Boa Universal 
Captura de elétrons 5 fg/s 104 Regular Compostos 
halogenados 
lonização em chama 2 pg/s SI Excelente Hidrocarbonetos 
Termiônico 100 fg/s 10° Boa Compostos com 











nitrogênio e fósforo 





Espectrômetro de massas 25 fg a 100 pg 10º Boa Universal 


e Coluna. Tanto em análises isotérmicas (temperaturas constantes durante todas as 
análises) quanto em análises com temperatura programada necessitam de um controle 
rigoroso da temperatura para que haja repetibilidade analítica. Atenção deve ser dada 
às faixas de temperaturas suportadas por cada FE. 


e Detectores. A temperatura do detector deve ser mantida num patamar para que os 
analitos eluidos da coluna não sejam condensados na chegada ao detector. É impor- 
tante respeitar as temperaturas suportadas por cada tipo de detector como também a 
influência da temperatura nas suas respostas. 


Desenvolvimento e otimização de uma análise por CG 


Como o já dito anteriormente, quase a totalidade dos métodos desenvolvidos por CG uti- 
lizam as colunas capilares para a separação. Assim, serão abordados tópicos referentes à 
otimização de uma análise apenas utilizando esses tipos de colunas. 


Para garantir o sucesso de uma análise, seja por CG, HPLC, EC ou qualquer outra técnica 
analítica, é importante fazer o levantamento prévio do maior número de informações possíveis 
sobre a amostra e seus constituintes, principalmente suas características físico-químicas. 
Pois, a maioria das tomadas de decisão são baseadas nessas características. 


Existe uma infinidade de técnicas para otimizar uma separação. Os pontos apresentados 
a seguir são apenas sugestões para alcançar o objetivo da análise. 


Escolha do detector 


O detector deve ser escolhido pensando no tipo de analito a ser analisado, no limite de 
quantificação desejado e no custo. 


O espectrômetro de massas é um detector que se adapta à grande maioria das finalida- 
des de uma análise, por ser universal, ter alta seletividade e excelentes limites de detecção. 
Entretanto, seu custo é alto se comparado aos outros detectores mais utilizados em CG. 

O detector por condutividade térmica responde universalmente, mas tem menor sensibili- 
dade. O detector por ionização em chama é o mais popular entre os detectores para CG, mas 
é seletivo para hidrocarbonetos. 

Os detectores com altíssima sensibilidade tendem a ser muito seletivos, respondendo a 
determinadas classes de substância. Esse é o caso do detector por captura de elétrons, 





o qual é específico para moléculas contendo halogênios, carbonilas conjugadas, nitrilas e 
nitrocompostos. Alta seletividade também é o caso do detector termiônico, que é altamente 
seletivo para moléculas que contêm fósforo e nitrogênio. 


Escolha da coluna 


As características básicas a serem consideradas na escolha de uma coluna cromatográfi- 
ca são: fase estacionária, diâmetro interno, comprimento e espessura do filme. 


e Fase estacionária: As FEs mais empregadas na CG estão apresentadas na Tabela 
7.3. A escolha da FE líquida tem como base o princípio da semelhança da polaridade. 
FE polares são adequadas para solutos polares, FE apolares são adequadas para 
substâncias apolares, analitos de polaridade intermediária são separados em FE de 
polaridade intermediária e assim por diante. Como numa amostra complexa deve haver 
solutos com polaridades bem diferentes, é comum o emprego de colunas compostas 
por FEs polares e apolares em diferentes proporções (Tabela 7.3). 


e Diâmetro interno: Quanto menor o diâmetro da coluna, maior o número de pratos teóri- 
cos e maior a eficiência. Entretanto, quanto menor o diâmetro interno, menor sua capa- 
cidade de amostra. Assim, deve haver um maior cuidado com a quantidade de amostra 
injetada quando se está utilizando colunas com reduzidos diâmetros internos. Colunas 
com diâmetro interno entre 0,25 e 0,32 mm são as mais usualmente empregadas. 


e Comprimento: O aumento do comprimento da coluna aumenta a sua eficiência, mas 
não de maneira diretamente proporcional. Assim, quando se duplica o tamanho da 
coluna a resolução só aumenta em 40% enquanto o tempo de análise dobra. Portanto, 
deve-se restringir o emprego de colunas muito longas apenas análises que exigem 
altas resoluções. Colunas com de 15 a 30 m são as mais empregadas na rotina 
laboratorial. 


e Espessura do filme: A retenção dos analitos e a capacidade de amostra da coluna 
aumentam com o aumento da espessura do filme, por haver mais FE. Entretanto há 
diminuição da eficiência. Colunas com filme mais espesso são interessantes para se- 
parações de solutos muito voláteis e vice-versa. Tipicamente empregam-se colunas 
com filme de 0,25 um. 


Gás de arraste 


O gás de arraste é a FM da CG. Mas, diferentemente da HPLC, a FM gasosa não interfere 
na seletividade da separação, portanto ela tem um papel bem menos significativo na se- 
paração por CG que os solventes utilizados na composição das FMs líquidas empregadas 
em HPLC. 


O principal ponto que define qual o gás deve ser utilizado é o tipo de detector empregado. 
Para o detector de condutividade térmica, a preferência é dada ao hélio e ao hidrogênio por 
terem maior condutividade térmica. Para o detector de captura de elétrons os gases mais 
adequados são o nitrogênio e o argônio com 5% de metano. 


Temperatura 


Uma separação pode ser realizada de maneira isotérmica ou com uma variação de tem- 
peratura (programação de temperatura). 

A análise isotérmica é indicada para resolução de compostos com diferenças entre os 
pontos de ebulição inferiores a 100 °C. Caso os compostos tenham diferença nos pontos 
de ebulição superior a 100 °C, a programação de temperatura se mostra mais adequada. 





Desse modo, a temperatura da coluna é elevada durante a análise para que as pressões de 
vapor dos analitos sejam aumentadas com consequente aumento da velocidade de eluição 
dos analitos e diminuição dos seus tempos de retenção. A programação consiste em iniciar 
a separação com a coluna em uma temperatura mais baixa, com o intuito de separar primei- 
ramente os analitos com pontos de ebulição baixos. Ao longo da análise, a temperatura da 
coluna é aumentada (de maneira linear ou não) visando diminuir a retenção dos compostos 
com maiores pontos de ebulição. 


Algumas aplicações da CG no controle de qualidade farmacêutico 


A técnica mais comum na indústria farmacêutica na determinação de solventes residuais é 
a CG com detector de ionização em chama, devido a sua alta eficiência e sensibilidade para 
os compostos orgânicos voláteis. Os solventes orgânicos residuais são impurezas críticas em 
insumos farmacêuticos, e são oriundos do processo de fabricação destes. A determinação 
dos solventes residuais é um procedimento necessário para o controle de qualidade de fár- 
macos e medicamentos para atender às normas das agências reguladoras com o intuito de 
garantir a segurança do paciente. Outras aplicações importantes da CG na rotina do controle 
de qualidade são na análise de óleos essenciais, extratos vegetais, bem como veículos de 
natureza oleosa utilizados como componentes principalmente na produção de cosméticos e 
fitoterápicos (Fig. 7.8). 


Resposta do detector 
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Separação cromatográfica de solventes residuais comuns em medicamentos. Coluna 
capilar DB-624 (6% cianopropil-fenil / 94% dimetil-siloxano), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de 
diâmetro interno e filme com 0,25 um de espessura; hélio 9 mL/min e temperatura da coluna: 120 a 
270 °C, 10 “C/min. Detecção por ionização em chama a 300 °C. (1) metanol, (2) etanol, (3) acetona, (4) 
hexano, (5) propanol, (6) acetato de etila, (7) tolueno, (8) acetato de butila e (9) clorobenzeno. 
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Estudo de caso 


“A análise de 3 analitos foi realizada por eletroforese capilar, empregando um capilar de sílica 
não recoberto de 30 cm de comprimento e 25 um de diâmetro interno. A solução-tampão de 
análise empregada foi o fosfato pH 6, 50 mmol.L'. A tensão e a temperatura de análise foram, 
respectivamente, +25 kV e 25 °C. O eletroferograma abaixo corresponde a uma amostra de 
uma solução padrão dos analitos diluída em água e posteriormente injetada” 


a) Explique a ordem de migração dos compostos A, Be C; 


b) Caso a solução-tampão fosse 10 mmol.L', explique como a separação dos analitos 
seria afetada. 


c) Caso o pH da solução fosse 2, explique como a separação dos analitos seria afetada. 
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Respostas: 


a) Como o pH da solução-tampão de análise empregada é igual a 6, os analitos se encontra- 
ram na seguinte forma: 


1. ionizado positivamente (pKa 8,0); 
2. ionizado negativamente (pka 4,5); 
3. neutro (não ionizado). 


Como a polaridade empregada foi a normal (+25 kV), o polo positivo (anodo) é o inlet 
(injeção da amostra) e o polo negativo (catodo) é o outlet (detector). Dessa forma, levando- 
-se em conta somente o fluxo eletroforético, o analito A será atraído pelo polo negativo, 





b) 


c) 





o analito B será atraído pelo polo positivo e o analito C, por ser neutro, não será atraído 
por nenhum dos polos. Como o pH da solução-tampão é 6, existe a presença de fluxo 
eletrosmótico que “arrastará”, com a mesma intensidade, todos os analitos para o polo 
positivo sendo, portanto, a ordem de detecção designada pelo fluxo eletroforético. 


1. Analito A (carregado positivamente); 
2. Analito C (neutro); 
3. Analito B (carregado negativamente). 


A utilização de uma solução-tampão de análise com concentração de 10 mmol.L' ao invés 
de 50 mmol.L“, ocasionaria um aumento na velocidade de migração dos analitos e, por- 
tanto, uma diminuição no tempo de migração dos analitos. Esse aumento na velocidade 
ocorreria devido ao aumento do fluxo eletrosmótico, devido ao aumento do potencial zeta. 


Caso o pH da solução-tampão de análise empregada fosse 2, o fluxo eletrosmótico seria 
praticamente inexistente e, portanto, a migração dos analitos dependeria apenas da mobi- 
lidade eletroforética. Nesse pH os analitos se encontrariam na seguinte forma: 


1. ionizado positivamente (pKa 8,0); 
2. neutro — não ionizado (pka 4,5); 
3. neutro (não ionizado). 


Dessa forma, somente o analito ionizado migraria em direção ao polo negativo (detector) 
e, portanto, somente ele seria detectado. 
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OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo, os leitores encontrarão, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre a 
validação de metodologia analítica, os parâmetros avaliados e seu significado e importância 
no controle de qualidade de medicamentos. Dessa forma, os leitores poderão entender como 
planejar e validar uma metodologia analítica para análise de fármacos em diferentes formas 
farmacêuticas. 


INTRODUÇÃO 


O desenvolvimento de um novo método analítico, a adaptação ou implementação de um 
método já descrito envolve um processo de avaliação que assegura que as características 
de desempenho desse método atendam aos requisitos necessários para o desenvolvimento 
das operações analíticas pretendidas. Esse procedimento é denominado validação analítica. 
É fundamental que os laboratórios disponham de meios e critérios objetivos para demonstrar, 
por meio da validação, que os métodos desenvolvidos conduzem a resultados confiáveis e 
adequados à qualidade pretendida. 


Portanto, existe diferença entre a execução de experimentos que determinam os diversos 
parâmetros (coleta dos dados experimentais) e a validação. Esta deve avaliar a relação entre 
os resultados experimentais e as questões que o método se propõe a responder. 


Antes da condução da validação, é necessária a descrição de um procedimento e os es- 
tudos para determinar os parâmetros de desempenho devem ser realizados com equipamen- 
tos e instrumentos dentro das especificações, funcionando corretamente, adequadamente 





calibrados e qualificados. Da mesma forma, o operador que realiza os estudos deve apresen- 
tar competência na área de estudo, sendo capaz de tomar as decisões apropriadas durante 
a realização do mesmo. 


Antes de iniciar a validação por técnicas instrumentais, como a cromatografia e a eletro- 
forese capilar, recomenda-se realizar o system suitability ou teste de adequação do sistema. 
System suitability tests são testes baseados no conceito de que os equipamentos, componen- 
tes eletrônicos, operações analíticas e as amostras constituem um sistema integral que devem 
ser avaliados como tal. O principal questionamento respondido pela verificação de sistema 
é quanto à confiabilidade das respostas geradas pelo sistema analítico antes e durante as 
análise rotineiras. 


Os parâmetros de conformidade estabelecidos dependem do tipo de procedimento que 
está sendo validado. A Tabela 8.1 apresenta os principais parâmetros de adequação para 
métodos cromatográficos segundo o FDA (Food and Drug Administration). 


A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, 
Normalização e Qualidade Industrial (INMETRO) são as agências competentes para habilitar 
os laboratórios brasileiros na execução de ensaios analíticos aplicados na área da saúde. De 
acordo com a ANVISA: “A validação analítica é a avaliação sistemática de um método por 
meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidências objetivas de que 
os requisitos específicos para seu uso pretendido são atendidos.” 


De acordo com a agência reguladora para análise farmacêutica (ANVISA), os parâmetros 
a serem avaliados para considerar que um método analítico seja considerado validado de- 
pendem da aplicação deste, conforme apresentado na Tabela 8.2. 


A ANVISA afirma que os métodos analíticos compendiais não requerem validação, en- 
tretanto antes de sua utilização na rotina do controle de qualidade, é necessário comprovar 
que o método é adequado para as condições às quais será submetido. Recomenda-se, no 
mínimo, os testes de precisão, exatidão e seletividade para comprovar que o produto farma- 
cêutico que será analisado não afetará as condições analíticas. No caso de ensaios-limite, 
devem ser avaliados os parâmetros de seletividade e de limite de detecção. 


Deve-se utilizar Substância Química de Referência Farmacopeica (SQF), preferencial- 
mente a oficializada pela Farmacopeia Brasileira ou, na ausência desta, por outros códigos 
autorizados pela legislação vigente. É admitido o uso de Substância Química de Referência 
Caracterizada (SQC), quando devidamente justificado. 


No momento em que se transfere uma metodologia analítica da matriz para subsidiárias 
no Brasil, os seguintes parâmetros, no mínimo, deverão ser avaliados: precisão, seletividade e 








Fator de retenção (k) Ks 2 
Repetibilidade das injeções Desvio padrão relativo (RSD) < 1% para n > 5. 
Resolução (Rs) Rs > 2 entre o pico de interesse e potenciais 


interferentes, tais como impureza, excipientes, produtos 
de degradação padrão interno etc). 





Fator de alargamento (TF) MESZ 





Número de pratos (N) N > 2000 





na 


Tabela 8.2. 





Doseamento, dissolução, Seletividade 
uniformidade de conteúdo e linearidade 
potência 
Intervalo 
Precisão 


Precisão intermediária* 


Limite de quantificação** 


Exatidão 

Quantitativo Ensaios-limite 
Determinação de impurezas e Seletividade Seletividade 
produtos de degradação linearidade Limite de detecção 

Intervalo 

Precisão 


Precisão intermediária” 
Limite de detecção** 
Limite de quantificação 


Exatidão 





Testes de identificação Seletividade 


*Havendo comprovação de reprodutibilidade, não é necessário ser avaliado. 
**Pode ser necessário, dependendo da natureza do teste específico. 


linearidade. Em certas ocasiões, é necessária a revalidação da metodologia analítica. A reva- 
lidação deve ser considerada quando se desenvolve ou efetua adaptações em metodologias 
já validadas, inclusão de novas técnicas ou uso de diferentes equipamentos, quando houver 
mudanças na síntese da substância ativa ou mudanças na composição do produto acabado. 


PARÂMETROS AVALIADOS DURANTE A VALIDAÇÃO ANALÍTICA 


Seletividade 


É a capacidade que um método possui em detectar um analito na presença de impure- 
zas, produtos de degradação e/ou componentes da matriz. Um método que produz resposta 
para apenas um analito é chamado específico. Um método que produz respostas para vários 
analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é chamado seletivo. 
Entretanto, os termos especificidade e seletividade são frequentemente utilizados indistinta- 
mente ou com diferentes interpretações. 


Assim sendo, o analito, a matriz com ou sem analito, matérias-primas do processo, im- 
purezas dos materiais iniciais ou do processo, subprodutos e produtos de degradação ou 
metabólitos e reagentes em branco devem todos ser analisados. Quando a impureza ou o pa- 
drão do produto de degradação não estiverem disponíveis, pode-se comparar os resultados 
do teste das amostras contendo impurezas ou produtos de degradação com os resultados 





de um segundo procedimento bem caracterizado (por exemplo, metodologia farmacopeia ou 
outro procedimento validado). Essas comparações devem incluir amostras armazenadas sob 
condições de estresse (p. ex., luz, calor umidade, hidrólise ácida/básica, oxidação). 


Em testes de identificação, é necessário comprovar a capacidade do método entre 
compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Pode ser necessário a 
combinação de dois ou mais métodos analíticos de identificação. 


Linearidade 


A linearidade deve ser avaliada em todo intervalo estudado durante o processo analítico. 
Esse parâmetro corresponde à capacidade do método de fornecer resultados diretamente 
proporcionais à concentração da substância em análise. O estudo referente à linearidade 
se baseia no preparo de soluções padrão de concentração conhecida, dentro de um dado 
intervalo, possibilitando assim a avaliação da relação entre a concentração e a resposta ge- 
rada pelo sistema. Se houver relação linear aparente após avaliação do gráfico, os resultados 
deverão ser tratados por métodos estatísticos apropriados para determinação do coeficiente 
de correlação, intersecção com o eixo y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados 
mínimos da regressão linear e desvio-padrão relativo. Se não houver relação linear, deve-se 
realizar transformação matemática. Um coeficiente de correlação maior que 0,999 é consi- 
derado como evidência de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressão. A ANVISA 
recomenda um coeficiente de correlação acima de 0,990. 


O modelo de calibração deve ser construído a partir da análise de, no mínimo, cinco con- 
centrações diferentes e conhecidas do analito, no mínimo em triplicata. O intervalo deve ser 
fixado entre os limites de quantificação superior e inferior do método analítico. Normalmente 
esse intervalo é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicação pretendida do 
método. É estabelecido pela confirmação de que o método apresenta exatidão, precisão e 
linearidade adequadas quando aplicado a amostras contendo quantidades de substâncias 
dentro do intervalo especificado. 


Do ponto de vista prático, pode-se preparar uma solução mais concentrada, solução es- 
toque, de acordo com o tempo de estabilidade da substância ou pelo menos a cada seis 
meses. As soluções preparadas por diluição da solução estoque são chamadas soluções de 
trabalho; recomenda-se que sejam preparadas a cada duas ou três semanas a depender da 
estabilidade destas. As diluições para o preparo da curva analítica podem ser feitas a partir 
de uma única solução estoque, sendo a forma mais recomendada, ou realizando as diluições 
da curva de calibração a partir de outras soluções de trabalho. A Tabela 8.3 apresenta os 
limites percentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de linearidade 
para alguns métodos analíticos. 


Quando o intervalo de valores de dados é grande, principalmente na determinação de im- 
purezas ou produtos de degradação, pode-se esperar que a variância de cada ponto de dados 
seja bastante diferente. Dessa forma, sempre é bom verificar a validade da regressão linear 
através de testes estatísticos. Inicialmente, os cáculos envolvidos nesses testes podem parecer 
difíceis, mas com a prática isso passa a ser uma ferramenta muito útil e fácil de ser empregada. 


Primeiramente, quando se tem uma regressão linear, faz-se necessário avaliar a homosce- 
dasticidade da curva analítica, principalmente quando o intervalo de concentração for muito 
amplo. Essa propriedade avalia se a dispersão das medições (valores de y) é independente da 
concentração das soluções padrão (valores de x). Geralmente, observam-se maiores desvios 
nas concentrações mais altas, o que poderá influenciar a regressão linear mais intensamente 
que os pequenos desvios ocasionados nas concentrações mais baixas, que é a propriedade 
conhecida como heteroscedasticidade (Fig. 8.1). 





Tabela 8.3. 


Ensaio Alcance 





Determinação quantitativa do De 80% a 120% da concentração teórica 
analito em matérias-primas ou 
em formas farmacêuticas 





Determinação de impurezas Do limite de quantificação até 120% (cento e vinte porcento) 
da concentração no limite da especificação de cada impureza 
individual 
Obs.: Se apresentarem importância toxicológica ou efeitos 
farmacológicos inesperados, os limites de quantificação e 
detecção devem ser adequados às quantidades de impurezas a 
serem controladas 





Uniformidade de conteúdo De 70% a 130% da concentração teórica do teste 





Ensaio de dissolução -20% (menos vinte por cento) da menor concentração esperada 
a +20% (mais vinte por cento) da maior concentração esperada a 
partir do perfil de dissolução. 

Obs.: se a especificação para a dissolução envolver mais que 
um tempo, o alcance do método deve incluir -20% sobre o menor 
valor e +20% sobre o maior valor 
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Fluxograma de avaliação estatística da linearidade. 





A equação de regressão pode ser estatisticamente verificada principalmente por meio 
dos testes de ajuste do modelo linear, validade da regressão, sua eficiência e sua eficiência 
máxima. Caso a curva analítica apresente falta de ajuste, existem algumas opções: 


1. 


o intervalo de trabalho deve ser modificado, e geralmente exclui-se a concentração 
mais alta. Faz-se novamente o teste quanto às variâncias e verifica-se quanto à valida- 
de do novo modelo linear de regressão; 


pode-se realizar um modelo quadrático para o mesmo conjunto de valores e avaliar 
novamente seu ajuste. Esse ajuste pode ser necessário quando se utiliza determinados 
detectores ou quando apresentar problemas com a solubilidade do analito ou supres- 
são de fons; 


transformam-se os dados de x e/ou y antes de construir a regressão linear. Duas 
formas comuns são as transformações por cálculo do logaritmo ou da raiz quadrada 
de ambos os valores (x e y) antes da regressão linear. A transformação dos dados 
é uma boa opção de melhorar o ajuste do modelo linear e assegurar sua robustez, 
uma vez que reduz significativamente o intervalo da curva de calibração, causan- 
do uma compressão dos valores e estabilizando a variância em toda a extensão 
das concentrações; 


pode-se também usar um fator de peso: dessa forma pode-se também contornar a 
heteroscedasticidade aplicando um modelo de regressão ponderado, cujo princípio 
é dar maior importância para dados com baixa variância e menor importância para 
dados com alta variância. Os pesos (wi) comumente usados são os valores empíricos 
1x, 1/x°, 1/x’? e 1/y'”, de tal forma que se calcula, para cada valor de wi, novos 
valores para os coeficientes da regressão (a e b) e, posteriormente, avalia-se qual 
dos pesos forneceu um modelo linear com melhor ajuste. Para isso, pode-se calcular 
a percentagem de erro relativo individual e escolher o peso correspondente ao menor 
valor ou plotar um gráfico da porcentagem de erro relativo (%ER) versus concentração 
e observar qual gráfico apresentou melhor distribuição ao redor do eixo x (valores 
mais próximos de zero). A Figura 8.2 apresenta um esquema de uso de pesos para a 
regressão linear. 


Precisão 


A precisão é o parâmetro que avalia a proximidade entre várias medidas efetuada em uma 
mesma amostra. Esse parâmetro deve ser avaliado em três níveis: 


ale 


Repetibilidade (precisão intradia ou intracorrida): Esse parâmetro mede a concordan- 
cia entre os resultados obtidos dentro de um curto periodo de tempo por um mesmo 
analista e utilizando a mesma instrumentação. A repetibilidade do método é verificada 
por, no mínimo, nove determinações, contemplando o intervalo linear do método, ou 
seja, três concentrações (baixa, média e alta) com três réplicas cada ou mínimo de seis 
determinações a 100% da concentração do teste; 


Precisão intermediária (precisão interdia ou intercorridas): Nesse caso, mede-se a con- 
cordância entre os resultados do mesmo laboratório, mas obtidos em dias diferentes, 
realizado por analistas diferentes; 


Reprodutibilidade (precisão interlaboratorial): Na reprodutibilidade mede-se a concor- 
dância entre os resultados obtidos em laboratórios diferentes como em estudos cola- 
borativos, geralmente aplicados à padronização de metodologia analítica como, por 
exemplo, para inclusão de metodologia em farmacopeias. Esses dados não precisam 
ser apresentados para a concessão de registro. 
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Escolha do modelo de calibração 


Porcentagem de erro relativo vs. concentração 











Média do erro relativo 








Escolha do melhor modelo de ponderação 





Esquema de uso de pesos para a regressão linear. (Adaptado de Almeida AM et al.) 


A precisão deve ser avaliada pelo desvio-padrão absoluto (o), que utiliza um número sig- 
nificativo de medições, normalmente superior a 20 medições. Na validação de métodos, o 
número de determinações é geralmente pequeno e o que se calcula é a estimativa do desvio- 
-padrão absoluto (s), de acordo com a equação 8.1. 


LG, -x) 


n-—1 


ie 


Na qual X é a média aritmética de um pequeno número de medições (média das determi- 
nações), sendo uma estimativa de u, a média verdadeira (média da população); x, é o valor 
individual de uma medição e n é o número de medições. 


A precisão também pode ser expressa através do intervalo de confiança da média, que 
é uma faixa de valores na qual existe uma determinada probabilidade de se encontrar certo 
valor de uma variável, calculada pelas equações 8.2 e 8.3: 


IC=xHC 
S 
C=t X-= 
Pv vn 
Nesse caso, tem-se que IC = intervalo de confiança; t,,= fator de Student correspondente 
ao nível de confiança (p) 1 - a e v graus de liberdade. O valor té tabelado e apresenta valores 
para diferentes níveis de confiança. 





Além disso, a precisão de um método analítico é mais comumente expressa como desvio 
padrão relativo (DPR%) ou coeficiente de variação (CV%), segundo a equação 8.4: 


DPR(%) ou CV(%) = É x 100 
x 


Os critérios de aceitação devem ser definidos, considerando os seguintes itens: i) objetivo 
do método, ii) variabilidade intrínseca do método, iii) concentração de trabalho e iv) concen- 
tração do analito na amostra. 


Caso não existam normas ou valores aceitáveis para determinados tipos de amostras, 
depois de calculados, os valores encontrados para repetibilidade, precisão intermediária e 
reprodutibilidade podem ser comparados com os de métodos existentes. Caso não existam 
métodos com os quais comparar os parâmetros de precisão, os desvios-padrão relativos 
teóricos para repetibilidade e reprodutibilidade podem ser calculados através da equação de 
Horwitz. Os valores de desvio-padrão relativo calculados a partir da equação de Horwitz estão 
apresentados na Tabela 8.4. Além disso, a AOAC International propõe seus próprios níveis 
aceitáveis de desvio-padrão relativo em função da concentração do analito. 


Exatidão 


A exatidão de um método analítico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método 
em estudo em relação ao valor verdadeiro da amostra. A exatidão é sempre considerada 
dentro de certos limites, a um dado nível de confiança (ou seja, aparece sempre associada a 
valores de precisão). Esses limites podem ser estreitos em níveis de concentração elevados 
e mais amplos em níveis de traços. 


Tabela 8.4. 





























Recuperação % DPR % DPR 

Analito % Fração de massa Unidade média (%) Horwitz AOAC int. (PVM) 
100 1 100% 98-102 2,0 1,3 

10 1,0. 10" 10% 98-102 2,8 2,8 

1 MORTOS 1% 97-103 4,0 Bl 
0,1 1,0. or 0,1% 95-105 S Sm 
0,01 1,0, Io 100 ppm 90-107 8,0 5,3 
0,001 1,10), 10° 10 ppm 80-110 11,3 7,3 
0,0001 TONOS 1 ppm 80-110 16,0 NRO 
0,00001 1,0. 10” 100 ppb 80-110 22,6 15,0 
0,000001 10 10° 10 ppb 60-115 32,0 21,0 
0,0000001 1,0, 10° 1 ppb 40-120 45,3 30,0 


PVM: peer verified methods — Program. Adaptado de Taverniers | et al. 








Durante a realização dos testes de exatidão deve-se verificar se a metodologia irá ser apli- 
cada no fármaco (padrões), na forma farmacêutica ou nas impurezas. Várias metodologias 
para a determinação da exatidão estão disponíveis: 


e Farmaco 
— aplicação da metodologia analítica proposta na análise de uma substância de pu- 
reza conhecida (padrão de referência); 
— comparação dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda me- 
todologia bem caracterizada, cuja exatidão tenha sido estabelecida; 
— pelo método de adição de padrão, no qual quantidades conhecidas de SQR são 
adicionadas na matriz. 


e Forma farmacéutica 

— análise de uma amostra, na qual quantidade conhecida de fármaco foi adicionada 
a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado); 

— nos casos em que amostras de todos os componentes do medicamento estão indis- 
poníveis, aceita-se a análise pelo método de adição de padrão, no qual adiciona-se 
quantidades conhecidas do analito (padrão de referência) ao medicamento. 

— comparação dos resultados com aqueles resultantes de uma segunda metodologia 
bem caracterizada, cuja exatidão tenha sido estabelecida. 


e Impurezas 

— análise pelo método de adição de padrão, no qual se adiciona quantidades conhe- 
cidas de impurezas e/ou produtos de degradação ao medicamento ou ao fármaco; 

— no caso da indisponibilidade de amostras de certas impurezas e/ou produtos de 
degradação, aceita-se a comparação dos resultados obtidos com um segundo 
método bem caracterizado (metodologia farmacopeica ou outro procedimento ana- 
lítico validado). 

— para impurezas desconhecidas, compara-se a resposta do SQR do fármaco ou da 
impureza conhecida, em uma concentração contemplada pelo intervalo do método, 
e que possuam o mesmo fator resposta. 


A exatidão é calculada como porcentagem de recuperação da quantidade conhecida do 
analito adicionado à amostra, ou como a diferença percentual entre as médias e o valor verda- 
deiro aceito, acrescida dos intervalos de confiança. 


A exatidão do método deve ser determinada após o estabelecimento da linearidade, do 
intervalo linear e da seletividade do mesmo, sendo verificada a partir de, no mínimo, nove 
determinações contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, três concentrações 
(baixa, média e alta) com três réplicas cada. A exatidão é expressa pela relação entre a 
concentração média determinada experimentalmente (obtida) e a concentração teórica cor- 
respondente, de acordo com a equação 8.5: 


Concentração média obtida 


Exatidão = x 100 





Concentração teórica 


Existem algumas maneiras de se avaliar a exatidão de um método e as mais utilizadas são: 
emprego de materiais de referência, realização de ensaios de recuperação, de adição padrão 
e comparação de métodos. 


Materiais de referência certificados (MRC) 


Os materiais de referências são divididos em materiais de referência certificados (CRMs, 
Certified Reference Material) e materiais de referência laboratorial (LRMs, não certificado), 
também chamado de amostras controle (QC). Os materiais de referência certificados podem 





abordar todos os tipos de tendências, tais como os erros relacionados ao laboratório, ao 
método, às vias de execução e à matriz, pois eles apresentam laudos com declaração de 
incerteza e com base em normas internacionais. 


Ensaios de recuperação 


O ensaio de recuperação está relacionado com a exatidão, pois reflete a quantidade de 
determinado analito, recuperado no processo, em relação à quantidade real presente na 
amostra. A exatidão é expressa como erro sistemático percentual, inerente ao processo. O 
erro sistemático ocorre pela perda da substância devido à baixa recuperação da extração, 
medidas volumétricas imprecisas ou substâncias interferentes na amostra, entre outros. 

O estudo da recuperação consiste na adição de soluções padrão com diferentes concen- 
trações do analito de interesse, seguida pela determinação da concentração do analito adi- 
cionado por meio de métodos de extração. Calcula-se a quantidade percentual recuperada 
ou porcentagem de erro relativo (ER%) pelo processo usando a equação 8.6: 


Concentração média obtida — Concentração teórica) 





er =! x 100 


Concentração teórica 

A limitação do procedimento de recuperação é a de que a substância adicionada não está, 
necessariamente, na mesma forma presente na amostra. Isso pode implicar, por exemplo, 
na presença de substâncias adicionadas em uma forma que proporcione melhor detecção, 
ocasionando avaliações excessivamente otimistas da recuperação. Outros constituintes da 
matriz podem interferir na separação, detecção ou na quantificação da analito, dessa forma 
os efeitos dos constituintes da matriz devem ser investigados. Deve-se ressaltar que o pro- 
cesso de adição de padrão tenta simular condições reais, não interferindo significativamente 
nas interações que ocorrem na própria amostra. Isso nem sempre é possível, visto que essas 
soluções são preparadas com solventes orgânicos e geralmente não estão presentes na ma- 
triz. Por essa razão, deve-se usar o menor volume possível de soluções padrão e condições 
que alterem o mínimo possível a amostra. 


Adição de padrão 


O método de adição de padrão é muito importante quando a amostra for muito complexa, 
quando as interações com a matriz forem significativas, quando houver dificuldade de encon- 
trar um padrão interno adequado e principalmente quando for difícil ou impossível preparar 
um branco da matriz isenta da substância de interesse. 


Dessa forma, quantidades conhecidas do analito são adicionadas em diferentes níveis 
numa matriz da amostra, antes do procedimento de preparo da amostra. A concentração da 
substância de interesse na amostra original pode ser determinada gráfica e matematicamen- 
te. Constrói-se uma curva analítica relacionando as quantidades da substância adicionada à 
amostra com as respectivas respostas obtidas. O ponto onde a reta corta o eixo das ordena- 
das corresponde à área/altura/absorbância do pico da substância que está sendo determina- 
da, sem qualquer adição do padrão. A extrapolação da reta define, no eixo das abscissas, a 
concentração da substância na amostra analisada. A amostra sem adição do padrão e cada 
uma das amostras com o padrão adicionado devem ser analisadas e as quantidades medidas 
relacionadas com a quantidade adicionada. 


Comparação de métodos 


A comparação de métodos consiste em obter os resultados de um novo método e compa- 
rá-los com um método de referência, avaliando a proximidade dos dados gerados em ambos 








os métodos. Nessa avaliação do grau de exatidão, assume-se que a incerteza do método de 
referência é conhecida. Além disso, todas as análises devem ser efetuadas em replicatas, 
utilizando os dois métodos em separado sobre as mesmas amostras, utilizando a faixa de 
concentração que se pretende validar o método. 


Limite de detecção 


O Limite de Detecção (LD) é a menor quantidade ou concentração do analito presente 
em uma amostra que pode ser detectada, porém não necessariamente quantificada, sob as 
condições experimentais estabelecidas. O limite de detecção é estabelecido por meio da 
análise de soluções de concentrações conhecidas e decrescentes do analito, até o menor 
nível detectável. Dentre as maneiras de se obter o limite de detecção destacam-se: 


Método visual 


No caso de métodos não instrumentais, essa determinação pode ser feita visualmente, 
onde o limite de detecção é o menor valor de concentração capaz de produzir o efeito espe- 
rado (mudança de cor, turvação, etc). 


Método da relação sinal-ruído 


No caso de métodos instrumentais (cromatografia líquida de alta eficiência, cromatogra- 
fia gasosa, absorção atômica, eletroforese capilar, entre outros), a estimativa do limite de 
detecção pode ser feita com base na relação sinal/ruído, uma vez que esses métodos instru- 
mentais exibem uma linha de base. A determinação da razão sinal/ruído é realizada por meio 
da comparação dos sinais medidos da amostra com baixas concentrações conhecidas do 
analito com as do branco, estabelecendo-se a concentração mínima na qual o analito pode 
ser detectado. 


Para determinar a relação sinal-ruído, é feita a comparação entre a medição dos sinais 
de amostras em baixas concentrações conhecidas do composto de interesse na matriz e um 
branco (matriz isenta do composto de interesse) dessas amostras. Assim, é estabelecida uma 
concentração mínima na qual a substância pode ser facilmente detectada. A relação sinal- 
-ruído pode ser de 3:1 ou 2:1, dependendo do guia, são proporções geralmente aceitas como 
estimativas do limite de detecção. 


Método baseado no desvio-padrão da resposta e no coeficiente angular do gráfico 
de calibração 


Com base no desvio-padrão da resposta e no coeficiente angular do gráfico de calibra- 
ção, o limite de detecção pode ser determinado pela equação 8.7: 


DP 
LD =3,3 x — 
S 


Na qual DP = desvio-padrão e S = coeficiente angular da curva analítica. 


O DP pode ser obtido de três maneiras: 


1. Baseado no desvio-padrão do branco: O DP é obtido pela análise de um número ade- 
quado de amostras do branco. 





2. Baseado na curva analitica: A curva analitica deve ser plotada, no minimo, em triplicata 
no intervalo próximo ao suposto limite de detecção e o valor é obtido através do desvio- 
-padrão do intercepto com o eixo Y. 


3. Através do desvio-padrão residual da linha de regressão. 


Limite de quantificação 


O limite de quantificação é a menor quantidade ou concentração do analito em uma amos- 
tra que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições experi- 
mentais estabelecidas. Como o LD, o LQ é expresso como uma concentração, sendo que a 
precisão e exatidão das determinações também devem ser registradas, pois o LQ representa 
um compromisso entre a concentração, a precisão e a exatidão exigidas. 


O limite de quantificação é um parâmetro determinado principalmente para ensaios quanti- 
tativos de impurezas, perfil de dissolução, produtos de degradação em fármacos e/ou formas 
farmacêuticas e é expresso como concentração do analito na amostra. É estabelecido por 
meio da análise de soluções contendo concentrações decrescentes do fármaco até o menor 
nível determinável com precisão e exatidão aceitáveis. 


O LQ pode ser calculado utilizando a relação sinal-ruído ou a relação entre a estimativa do 
desvio-padrão das respostas (estimativa do desvio-padrão do branco, da equação da linha 
de regressão ou do coeficiente linear da equação) e a inclinação da curva analítica (S), em 
níveis próximos ao LQ, a partir da equação 8.8: 


LD=10x DE 
S 
Na qual DP é o desvio-padrão do intercepto com o eixo do y de, no mínimo, três curvas ana- 
líticas construídas contendo concentrações do fármaco próximas ao suposto limite de quantifi- 
cação (esse desvio-padrão pode ainda ser obtido a partir da curva de calibração proveniente 
da análise de um número apropriado de amostras do branco ou a partir do desvio-padrão 
residual da inha de regressão); S é o coeficiente angular da curva analítica (sensibilidade). 


Por meio da análise sinal/ruído, determina-se o ruído da linha de base e considera-se como 
limite de quantificação aquela concentração que produza relação sinal-ruido superior a 10:1. 


Robustez 


Segundo a ANVISA, “a robustez é um parâmetro tipicamente realizado no desenvolvimen- 
to do método analítico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas 
variações das condições analíticas” (ANVISA, RDC 166, 2017). Os testes de robustez devem 
ser realizados com o intuito de identificar importantes fatores que podem afetar o resultado 
analítico final. A RDC n° 166/2017 da ANVISA em seu Anexo III lista os parâmetros que de- 
vem ser avaliados na robustez dos métodos analíticos. Entretanto, parâmetros que sejam 
considerados relevantes para o resultado, de acordo com as características de cada método 
analítico, e que não estejam listados no Anexo Ill, devem ser avaliados adicionalmente. 


A maneira mais adequada de delinear os ensaios de robustez é através de ferramentas 
estatísticas de planejamento experimental, pois além de serem muitos os parâmetros a serem 
testados, é importante a avaliação das interações concomitantes dos fatores, o que não seria 
possível em testes univariados. Estas ferramentas permitem o estudo simultâneo de vários 
fatores num reduzido número de experimentos. Os planejamentos mais empregados são 
aqueles que avaliam os fatores em dois níveis, tais como o planejamento fatorial fracionário e 
o Placket-Burman. Uma discussão destes testes foge ao escopo deste livro. Mais informações 
devem ser buscadas em literatura estatística especializada. 








Um ponto crítico no delineamento dos ensaios de robustez é a escolha dos parâmetros 
(fatores) a serem testados. Devem ser avaliados aqueles parâmetros que mais provavelmente 
afetarão os resultados analíticos quando houver mudanças entre instrumentos, laboratórios 
e analistas. Geralmente, os fatores são analisados em dois níveis. Por exemplo, em HPLC 
pode-se modificar a porcentagem de acetonitrila na fase móvel em +1%, ou a temperatura da 
coluna em +3 ºC. 


A RDC Nº 166/2017 da ANVISA define os principais parâmetros a serem avaliados obri- 
gatoriamente, mas não define as respostas que devem ser analisadas. As respostas são 
os indicadores da magnitude da variação dos parâmetros. Por exemplo, a interferência da 
modificação da porcentagem de acetonitrila na fase móvel na resolução entre dois picos. 
Um método é considerado robusto quando pequenas variações nos parâmetros avaliados 
não afetam significativamente as respostas escolhidas. A Tabela 8.5 apresenta sugestões 
de como deve ser avaliado a robustez para as principais técnicas instrumentais utilizadas no 
controle de qualidade de medicamentos, fazendo uma relação entre os parâmetros avaliados 
e suas respectivas respostas. 


Tabela 8.5. 


Técnica 


Cromatografia 
Liquida de Alta 
Eficiéncia 


Parametro (fatores) 


Fase móvel 
Concentração do tampão 
pH 
Concentração do ácido ou base 


% de modificador/solvente orgânico 


Fluxo 
Coluna cromatográfica 

Tipo, lote, fabricante 
Temperatura 
Comprimento de onda do detector 





Resposta 


Concentração do analito 
Resolução 

Tempo de retenção 
Fator de retenção 

Fator de seletividade 
Formato do pico 

Fator de calda 

Fator de assimetria 
Área do pico 

Altura do pico 

Número de pratos teóricos 





Cromatografia a 
Gás 


Velocidade do gás de arraste 
Volume de injeção 
Coluna cromatográfica 
Tipo, lote, fabricante 
Temperatura 


Tempo de retenção 
Área do pico 

Altura do pico 
Concentração do analito 





Eletroforese Capilar 


Tampão de análise 
pH 
Concentração 
força iônica 
% de solvente orgânico 
Concentração do seletor quiral 
Temperatura do capilar 
Tensão 
Tempo de injeção 
Comprimento de onda do detector 


Concentração do analito 
Tempo de migração 

Tempo de migração ajustado 
Tempo de análise 

Resolução 

Área e altura do pico 
Número de pratos teóricos 





Espectrofotometria 


Variação do pH da solução 
Temperatura 
Diferentes marcas de solventes 


Concentração do analito 





Ha alguns anos era de senso comum executar os testes de robustez ao final do desen- 
volvimento analítico. Entretanto, se um método é considerado não robusto ele deve ser modi- 
ficado e revalidado nas novas condições. Então, é interessante que a robustez seja um dos 
primeiros parâmetros a serem avaliados na validação. No momento do desenvolvimento de 
um método, é possível avaliar quais parâmetros devem ser controlados para que não haja um 
comprometimento da análise. 


Estabilidade 


Para que resultados analíticos possam ser confiáveis é necessário ter a certeza de que os 
componentes de interesse de uma determinada amostra não sofreram decomposição durante 
todo o processo analítico e pré-analítico (estoque e preparo das amostras). Para confirmar 
a integridade dos analitos são realizados estudos de estabilidade durante a validação do 
método. 


Segundo a RDC nº 166/2017 da ANVISA a avaliação da estabilidade das soluções anali- 
ticas deve ser realizada como um dos ensaios de robustez. Deve ser avaliada a estabilidade 
das soluções do fármaco e do padrão interno, quando for o caso, tanto expostas à tempe- 
ratura ambiente (6 horas no mínimo) quanto sob refrigeração ou congelamento, em caso de 
tais soluções serem armazenadas. Neste caso o teste é feito considerando a temperatura 
e o período de armazenamento. Os resultados desses testes devem ser comparados com 
aqueles obtidos empregando-se soluções recentemente preparadas dos analitos. 


Quando se trata de métodos bioanalíticos (nos quais os analitos de interesse estão em 
líquidos biológicos), torna-se necessário avaliar a estabilidade dos analitos para determinar 
o período de estocagem no qual as substâncias são estáveis. Tempos longos de estocagem 
de amostras biológicas podem aumentar as chances de ocorrer degradação dos compostos 
de interesse. 
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Estudo de caso 


Um analista do departamento de Pesquisa e Desenvolvimento de uma renomada industria 
farmacéutica foi incumbido de desenvolver e validar um método para determinação de um 
novo produto de degradação com alta toxicidade denominado produto de degradação X 
no medicamento anti-hipertensivo Hypertensol® 25 mg. O limite máximo permitido para esse 
produto de degradação X é de 1,0% (m/m) em relação ao ativo. Esse analista possui dois 
métodos em seu laboratório disponíveis para serem validados e transferidos para o controle 
de qualidade: o método A utilizando HPLC-UV e o método B por CG-FID. 
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GITEAN Gráfico de calibração para o método A, relacionado a % do Produto de degradação X 
versus área do produto de degradação 
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GIJ Gráfico de calibração para o método B, relacionado a % do Produto de degradação X 
versus área do produto de degradação 




















Tabela 2. 

% Prod. Deg. X (m/m) Área do pico (mAU) 
0,25 12.000 

0,5 26.541 

OMS 39.000 

11,10) 50.000 

125 63.451 

15 76.549 


De acordo com os dados gerados pelos dois métodos, responda: 
1. Qual a vantagem do método B em relação ao método A? 


2. Avaliando a equação da reta para ambos métodos, qual o método que aparentemente 
apresenta menor seletividade? 


3. Definido o método a ser validado, a partir dos resultados abaixo obtidos (Tabela 8.8), 
calcule o DPR (desvio-padrão relativo). De acordo com os resultados obtidos, o méto- 
do pode ser considerado preciso? 


Tabela 3. 


Amostra % do produto de degradação X (m/m) 





1,21 
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Resolução: 


1. Como pode ser observado, o método B apresenta um maior valor para o coeficiente an- 


N 


Me 


gular, portanto apresenta uma maior sensibilidade frente à concentração da impureza X. 
Principalmente em métodos para determinação de produtos de degradação, os quais na 
maioria das vezes se encontram em concentrações em níveis de traços, a melhor opção é 
por métodos que apresentam maior sensibilidade. 


O método A, por apresentar um maior coeficiente linear, provavelmente é aquele que apre- 
sentará maiores problemas quanto à seletividade do método. Com base na equação da 
reta, podemos observar que quando não há presença do produto de degradação X, o mé- 
todo A apresentará uma área de 7.879,6 e o método B de 142,7; quando a concentração 
do produto de degradação X for 1% (m/m) o método A apresentará uma área de 25.433,6 
e o método B de 50.939,7, portanto a interferência para os métodos será: 


Método A: 7.8796 _ 310% Método B: 142,7 
25.433,6 É 90.939, 7 


Portanto, comprovando que o método B apresentara uma menor interferéncia da matriz. 


= 0,3% 


O DPR obtido em % é 4,58%. O método não pode ser considerado preciso, pois de acordo 
com Horwitz e AOAC, o DPR máximo permitido seria de 4,0% e 2,7%, respectivamente. 
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INTRODUÇÃO 


Os estudos de estabilidade são considerados uma ferramenta importante para avaliar a 
segurança e eficácia exigidas para o registro sanitário de produtos farmacêuticos. A deter- 
minação da estabilidade de insumos farmacêuticos ativos (IFA) e medicamentos justifica-se 
não apenas pelo cumprimento de exigências legais, mas também pela preocupação com a 
saúde pública, visto que a instabilidade pode estar relacionada a perda do efeito terapêu- 
tico ou a exposição do consumidor aos efeitos tóxicos do(s) produto(s) de degradação do 
fármaco (PD). 


Por definição, os estudos de estabilidade são um conjunto de testes projetados para obter 
informações sobre a estabilidade do produto visando definir seu prazo de validade, ou seja, 
o prazo limite para sua utilização, onde 90% do fármaco permanece inalterado conservando 
as mesmas características físicas, químicas, microbiológicas, terapêuticas e toxicológicas 
que possuía no momento de sua fabricação. Neste contexto, o setor de controle de qualidade 
da indústria farmacêutica assume uma função extremamente relevante, uma vez que é o 
responsável por desenvolver e validar métodos analíticos específicos para determinação de 
impurezas e PD formados. 


Sendo assim, em virtude da importância do assunto no âmbito farmacêutico, o presente 
capítulo tem por objetivo apresentar informações fundamentais, embasadas na literatura e 
legislações nacionais vigentes, relacionadas à estabilidade de fármacos e medicamentos, 
de modo a colaborar com a discussão do processo de aprimoramento da qualidade dos 
mesmos. 





ASPECTOS GERAIS 


A preocupação com a estabilidade de medicamentos é relatada na literatura, desde o ano 
de 1352, com a inspeção de Boticas na França. Séculos depois, em 1892, os Estados Unidos 
elaboraram o primeiro conjunto de normas para o controle de fármacos. Em 1936, a Farmacopeia 
Portuguesa determinou o prazo de eficácia para soros e vacinas e estabeleceu, também, que 
várias formas farmacêuticas fossem preparadas somente no momento de sua administração. 
No início do século XX, os estudos de estabilidade de uma preparação farmacêutica baseavam- 
-se na aplicação do método clássico de determinação do prazo de validade, ou seja, eram 
avaliados em tempo real. O produto permanecia estocado sob condições similares àquelas que 
ocorreriam durante a comercialização e, assim, assegurava-se seu período de validade. 


Na década de 1950, após a ocorrência dos graves efeitos adversos provocados pelo uso 
da talidomida, em 1957, a segurança relacionada à produção e controle de qualidade de medi- 
camentos tornou-se mais preocupante, dando origem às primeiras medidas regulatórias para 
registro e acompanhamento de medicamentos. Desde então, a determinação do prazo de 
validade de medicamentos passou a ser realizada utilizando cálculos matemáticos, como os 
propostos por Higuchi e Garret. Em seguida, desenvolveram-se estudos de estabilidade acele- 
rada empregando altas temperaturas para prever o tempo de vida de prateleira do fármaco em 
tempo reduzido, substituindo o empirismo por métodos científicos embasados em princípios 
físicos e químicos adequados para caracterizar o envelhecimento dos medicamentos. 


A primeira proposta de guia para realização de testes de estabilidade data do período de 
1970. No entanto, até a década de 1980, as metodologias de avaliação da estabilidade de 
medicamentos seguiam princípios técnicos e científicos sem interferências de autoridades 
sanitárias regulatórias. Em 1988, a World Health Organization (WHO) publicou o Guidelines on 
Stability Testing of Pharmaceutical Products Containing Well Established Drug Substances in 
Conventional Dosage Forms. Em 1991, com o intuito de padronizar as regras a serem utiliza- 
das nos estudos de estabilidade, autoridades regulatórias do Japão, Europa e Estados Unidos 
criaram o Comitê Internacional de Harmonização dos Requisitos Técnicos para Registro de 
Produtos para Uso em Seres Humanos (ICH) com a publicação, em 1993, do Guideline on 
Stability Testing (Q1A). 

No entanto, os valores de temperatura e umidade estabelecidos para os estudos de es- 
tabilidade nesses países não poderiam ser aplicados no Brasil, uma vez que este situa-se 
em uma região de clima quente e úmido sendo, portanto, enquadrado na Zona Climática 
IV. Por esse motivo, em 2002, foi elaborada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA) a RE nº 560/2002 referente ao Guia para Realização de Estudos de Estabilidades 
de Produtos Farmacêuticos. Em 2004, com a finalidade de padronizar as diretrizes nacionais 
com as adotadas pelo ICH, houve a revogação deste documento pela RE nº 398/2004, Guia 
para Realização de Estudos de Estabilidades. No ano seguinte, foi substituída pela RE nº 
01/2005, elaborada com o objetivo de adequar os limites de temperatura e umidade utilizados 
no armazenamento de medicamentos, durante os estudos de estabilidade de longa duração. 


Em 2012, a ANVISA divulgou a RE nº 45/2012, que dispõem sobre a Realização dos Es- 
tudos de Estabilidade para Insumos Farmacêuticos Ativos (IFA), com o intuito de prever, de- 
terminar e acompanhar o prazo de validade de matérias-primas com atividade farmacológica. 
A crescente preocupação dos órgãos regulatórios com os danos à saúde, provocados pelos 
PD de fármacos, levou a ANVISA, em 2013, a elaborar a RE nº 58/2013, que passou a exigir 
a notificação, identificação e qualificação dos PD formados ao longo do prazo de validade 
para fins de registro, pós-registro e renovação do registro de medicamentos. Embora tenha 
sido elaborada em 2013, esta resolução somente entrou em vigor em 2015, sendo renomeada 
para RE nº 53/2015. 








ESTABILIDADE DE FARMACOS E MEDICAMENTOS 


O termo estabilidade pode ser compreendido como o tempo em dias, meses e anos, 
durante o qual a matéria-prima ou a especialidade farmacêutica mantém, no decorrer de 
seu período de estocagem e uso, as mesmas condições e características físico-químicas, 
microbiológicas, terapêuticas e toxicológicas que possuía no instante de sua fabricação. 
Também pode ser definido como o período compreendido entre a produção até a perda 
de 10% da potência da substância ativa. Neste intervalo alguns fármacos podem originar 
impurezas e PD, no entanto, ainda é possível consumir o medicamento desde que essas 
substâncias estejam seguramente identificadas e seus efeitos previamente reconhecidos 
pela indústria fabricante. 


Por meio da realização de estudos de estabilidade é possível estabelecer o prazo de 
validade, ou seja, a data limite para a utilização de um produto farmacêutico, nas condições 
de armazenamento e transporte determinadas por estes testes. A indústria farmacêutica de- 
terminará esse prazo tendo como base os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de 
longa duração, desde que o usuário obedeça às condições de armazenamento definidas na 
rotulagem do produto. No entanto, quando o prazo de validade for estimado considerando 
os resultados obtidos nos testes de estabilidade acelerada, o mesmo deverá ser confirmado 
pelos resultados dos estudos de estabilidade de longa duração. 


A estabilidade de um medicamento depende tanto de fatores extrínsecos (temperatura, 
umidade, luz, gases atmosféricos, contaminação microbiana, material de acondicionamento 
e embalagem [MAE], transporte), quanto de fatores intrínsecos do produto relacionados às 
suas propriedades físicas (processo de fabricação, aparência, consistência, uniformidade de 
conteúdo, cor, odor, sabor, dureza, friabilidade, desintegração, dissolução, pH, umidade), 
químicas (oxidação, redução, hidrólise, racemização, formação de produto de degradação, 
perda do teor) e microbiológicas (perda da eficácia do conservante). 

Os motivos pelos quais se tornam necessários a realização de estudos de estabilidade 
de fármacos e medicamentos estão baseados em: aspectos sanitários, os quais garantem 
que o medicamento seja seguro e que contenha a quantidade de substância ativa necessária 
para o efeito terapêutico; legais, que exigem que todos os medicamentos cumpram com suas 
condições de identidade, efetividade, potência, pureza e segurança, durante o período em 
que se encontram disponíveis no mercado, até o momento do seu uso; e econômicos, que 
envolvem tanto o paciente quanto o fabricante. 


FATORES QUE AFETAM A ESTABILIDADE 


Os fármacos são constituídos por diferentes grupamentos funcionais em suas estruturas 
moleculares sendo, portanto, suscetíveis a alguma forma de decomposição física ou química. 
Determinadas classes de fármacos, no entanto, são mais vulneráveis e tendem a se decom- 
por mesmo em condições mais brandas. Estas alterações podem levar a perda parcial ou 
total da atividade ou à formação de PD com toxicidade elevada. 


A estabilidade de fármacos e medicamentos pode ser afetada por fatores extrínsecos ou 
ambientais (temperatura, umidade, luz, gases atmosféricos, MAE e condições de transpor- 
te) e/ou por fatores intrínsecos, que podem ser de natureza externa à formulação, como os 
contaminantes provenientes dos MAE e a tecnologia de fabricação, ou de natureza interna 
à formulação, relacionados aos processos de hidrólise, oxidação, fotólise, isomerização, 
polimerização, interações entre fármaco e solvente/adjuvantes, pH do meio, tamanho das 
partículas e presença de impurezas. 





A partir da realização de estudos de estabilidade, é possível prever o comportamento do 
IFA e produto acabado frente a exposição de fatores extrínsecos e intrínsecos, e estabelecer, 
com uma boa margem de segurança, um prazo mínimo de validade no qual a formulação será 
estável. Estes testes são extremamente úteis quando realizados na etapa de pré-formulação do 
medicamento, visto que, quando possível, permitem a substituição do componente causador 
da instabilidade por outro que garanta maior estabilidade ao produto final. 


Fatores extrínsecos 
Temperatura 


É considerado o fator extrinseco mais importante dentre aqueles envolvidos nos processos 
de degradação de IFA e formas farmacêuticas pois, na maioria dos casos, é diretamente 
proporcional à velocidade de degradação química do produto e não pode ser controlada pela 
seleção correta da embalagem. No entanto, a influência da temperatura pode ser amenizada 
pela escolha da forma de armazenamento, sob refrigeração ou congelamento. 


Umidade 


A umidade relativa do ar quando associada, principalmente, aos efeitos da temperatura, 
compromete a estabilidade de fármacos higroscópicos e não higroscópicos, assim como 
de formas farmacêuticas nos estados sólido e semissólido. No entanto, a utilização de MAE 
impermeáveis ou a adição de sachês com dessecantes ao recipiente de acondicionamento 
podem reduzir a influência deste fator. 


As reações de degradação química promovidas pela umidade são catalisadas por mo- 
léculas de água através de dois mecanismos. No primeiro, a água atua como reagente no 
processo de degradação química, induzindo reações de hidrólise, hidratação e isomerização. 
Nestes casos, a velocidade de degradação será diretamente proporcional à concentração de 
água, do íon hidrônio ou hidróxido. Já no segundo, a água encontra-se adsorvida à superfície 
do produto formando uma camada de hidratação, onde o fármaco pode encontrar-se dissol- 
vido e degradado. 


Medidas simples podem ser adotadas para evitar as reações de hidrólise. No caso de 
formas farmacêuticas líquidas, é possível substituir o solvente aquoso por etanol, glicerina, 
sorbitol, propilenoglicol ou, ainda, substituir o tipo de forma farmacêutica como, por exemplo, 
de solução para suspensão. No entanto, quando não for possível, utilizar soluções-tampão 
para manter o pH da formulação estável. Quando se trata de formas farmacêuticas sólidas, 
como, por exemplo, os comprimidos, é possível protegê-los da hidrólise por meio de dragea- 
mento ou revestimento com polímeros. 


Luz 


A luz é um fator ambiental capaz de fornecer energia necessária para desencadear 
reações de degradação de acordo com o comprimento de onda (A) emissor da radiação 
luminosa. Quanto menor o À da radiação, maior energia é absorvida por mol de reagente e, 
com isso, mais rápida a degradação. 


As radiações fornecem energia de ativação (Ea) necessária para catalisar a ruptura de 
uma série de ligações e reações de oxidação, isomerização, abertura de anéis, polimeriza- 
ção bem como a remoção de vários substituintes, como halogênios ou grupos carboxílicos. 
Compostos que apresentarem em sua estrutura grupamentos cromóforos como: nitro, nitroso, 
cetona, sulfona e ligações duplas e triplas, principalmente as de natureza conjugadas, são 
mais sensíveis às radiações. Logo, a utilização de embalagens resistentes à luz do tipo âmbar, 
para formulações líquidas, e opacas ou leitosas, para formulações sólidas, podem minimizar 
os efeitos da radiação. 








Gases atmosféricos 


O oxigénio destaca-se entre os gases atmosféricos como aquele que tem maior parti- 
cipação nos processos de degradação química de fármacos. As reações oxidativas pro- 
movidas pelo oxigênio podem ser amenizadas pela adição de quelantes e antioxidantes à 
formulação ou remoção do ar contido no interior do recipiente de acondicionamento, seja 
por seu preenchimento total com o produto ou pela substituição deste pelo nitrogênio ou 
outro gás inerte. 


De acordo com Yoshioka e Stella (2000), o oxigênio promove não apenas reações de 
oxidação, mas também de fotodegradação, as quais envolvem mecanismos fotoxidativos 
dependentes da concentração deste gás. 


Contaminação microbiana 


A presença de microrganismos é bastante comum em insumos e formulações de origem 
vegetal e animal e em formas farmacêuticas líquidas e semissólidas. Nestes casos, a con- 
taminação por bactérias e fungos pode ocorrer devido à ausência da aplicação das Boas 
Práticas de Fabricação, tipo e concentração inadequados de conservantes, inativação do 
conservante pelo pH da formulação, entre outros fatores. A contaminação por microrganis- 
mos pode afetar a estabilidade física do IFA ou do medicamento, pela alteração de suas 
características organolépticas (cor, odor, sabor), e sua estabilidade química, pela liberação 
de amônia por algumas espécies de bactérias, que resultam na alcalinização da formulação, 
desencadeando reações de hidrólise ou a precipitação do fármaco que se tornará insolúvel 
no valor de pH alterado. 


Material de acondicionamento e embalagem (MAE) 


Durante as etapas de desenvolvimento e fabricação de um medicamento, a escolha ade- 
quada do MAE é fundamental para garantir a proteção do produto da influência de fatores 
ambientais e, consequentemente, sua estabilidade, durante armazenamento prolongado. 
Para tanto, alguns fatores devem ser considerados, como: o grau de compatibilidade entre a 
embalagem, o fármaco e seus excipientes para minimizar reações de adsorção e redução de 
teor da formulação; a ocorrência de reações de oxidação, hidrólise e fotólise pela absorção 
da embalagem de oxigênio, umidade e luz, respectivamente; e a evaporação de constituintes 
voláteis da formulação através da embalagem. Por estes motivos, os estudos de estabili- 
dade de fármacos e medicamentos devem ser conduzidos com o MAE proposta para sua 
comercialização. 


Transporte 


Os testes que simulam as condições de transporte de um medicamento como vibração, 
pressão, teste de queda e variações de temperatura e umidade, também devem ser realizados 
para avaliar a influência destes fatores na aparência do produto e funcionalidade da embala- 
gem. Sua aplicação é indicada nas fases de desenvolvimento de um novo MAE para verificar 
se este será resistente às condições de estresse encontradas no manuseio e transporte do 
produto, e para análise da estabilidade diante das diferentes condições reais de manuseio, 
transporte e estocagem. Geralmente, as condições de transporte de medicamentos devem 
ser as mesmas requeridas para o acondicionamento do produto, definidas com base nos 
estudos de estabilidade previamente realizados. 





Fatores intrinsecos 


Hidrolise 

A hidrólise é o tipo de reação de degradação que ocorre com maior frequência não somen- 
te em IFA e formas farmacêuticas líquidas como também nas sólidas, onde a umidade pode 
estar presente mesmo em pequenas quantidades. Fármacos com grupamentos funcionais 
derivados de ácidos carboxílicos, tais como ésteres, amidas, imidas, lactonas, carbamatos 
e lactamas são suscetíveis a esta reação. Além dos fatores intrínsecos à estrutura molecular, 
outros como mudanças de pH, força iônica, constante dielétrica, tampões, aditivos, excipien- 
tes, contaminação microbiana e fatores ambientais, como temperatura, umidade e luz, podem 
afetar a estabilidade da forma farmacêutica. 


O tipo mais conhecido de hidrólise de ésteres é a reação bimolecular que envolve a quebra 
do radical acil-oxigênio, bastante comum em pró-fármacos como no caso do anti-hipertensivo 
olmesartana medoxomila, cuja reação hidrolítica está representada pela Figura 9.1. Vários 
fármacos com ligação éster também são suscetíveis a este tipo de degradação como o ácido 
acetilsalicílico, a procaína, a fisiostigmina, entre outros. 


As reações hidrolíticas são catalisadas por íons hidrogênio (catálise ácida) ou por íons 
hidroxila (catálise alcalina), além de outras espécies ácidas ou alcalinas comumente encon- 
tradas como componentes de tampões. 


A maneira mais eficiente de se prevenir a hidrólise é optar por formas farmacêuticas sólidas. 
No entanto, quando se deseja obter formulações líquidas aquosas, deve-se utilizar valores de 
pH na estabilidade máxima da substância ativa, alterar a constante dielétrica da formulação 
pela adição de solventes não aquosos, alterar a solubilidade do fármaco, veiculando-o, por 
exemplo, em uma suspensão e, por fim, em casos mais extremos, melhorar a estabilidade do 
mesmo através da modificação em sua estrutura química. 


Para realização de estudos de estresse em condições de hidrólise ácida e alcalina, 
utilizam-se soluções da matéria-prima ou da formulação em ácido clorídrico (0,1-1 mol/L) e 
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hidróxido de sódio (0,1-1 mol/L), respectivamente, com valores de temperatura e tempos de 
exposição variados. Existem poucos relatos na literatura sobre reações hidrolíticas realizadas 
em pH neutro. Nessa condição, a taxa de decomposição é lenta, uma vez que não são consi- 
deradas catalíticas e, por isso, podem ser necessários períodos muito longos, sob condições 
de temperatura extremas, para conseguir quantidades suficientes de produto de degradação. 
As condições de estresse iniciais são realizadas, assumindo que o fármaco seja instável e, 
portanto, sujeito a receber condições mais amenas. Logo, dependendo dos resultados obti- 
dos, devem-se ajustar os valores dos parâmetros utilizados. 


Oxidação 


A oxidação é a principal causa de instabilidade de compostos fenólicos (morfina e fenile- 
frina), catecolaminas (dopamina e adrenalina), esteroides (anticoncepcionais e anti-inflamató- 
rios esteroidais), antibióticos (tetraciclinas), vitaminas (A, E, C) e compostos poli-insaturados 
(gorduras e óleos). 


O oxigênio, que participa da maioria das reações de oxidação, é abundante no ambiente a 
que estão expostos os fármacos, tanto durante o processamento de preparação farmacêutica 
quanto no período de armazenamento em longo prazo. 


Quimicamente, a oxidação envolve a remoção de um átomo eletropositivo, radical ou 
elétron, ou a adição de um átomo eletronegativo ou radical à estrutura química do fármaco. 
De maneira simplista, pode-se dizer que uma reação de oxidação ocorre, geralmente, no 
momento em que há adição de oxigênio e/ou remoção de hidrogênio. Esse processo envolve 
a presença de radicais livres como o oxigênio molecular (O7) e do radical hidroxila (OH), os 
quais se ligam aos elétrons de outras moléculas provocando sua oxidação. Muitas reações 
de oxidações ocorrem em cadeia lentamente sob a influência do oxigênio molecular, como é 
o caso das reações de auto-oxidação. 


A estabilização de fármacos frente às condições oxidativas envolve a tomada de inúmeras 
precauções, desde a manufatura e acondicionamento em ambientes anaeróbios, protegidos 
da luz e com temperatura controlada, até o uso de antioxidantes, quelantes e a realização de 
procedimentos para remoção de metais pesados, que catalisam a oxidação. 


O peróxido de hidrogênio (H,0,), nas concentrações de 3 a 30%, é o reagente mais utili- 
zado para criar as condições de estresse oxidativo recomendado pela ANVISA, para análise 
da estabilidade oxidativa de uma substância ativa. 


Fotólise 


A capacidade de um fármaco absorver radiação na região do ultravioleta ou visível (UV/VIS) 
do espectro eletromagnético significa que este pode absorver energia suficiente para quebrar 
ligações químicas em sua molécula. Fármacos com essa propriedade podem estar sujeitos 
às reações de hidrólise, oxidação e isomerização, além de abertura de anéis, polimeriza- 
ção e remoção de substituintes (halogênios ou grupos carboxílicos) induzidas pela radiação 
luminosa. 


Para realização dos estudos de fotoestabilidade devem ser considerados fatores como 
fonte de irradiação, tempo de exposição e intensidade, preparo das amostras para o estudo 
e nível de degradação. 


Fármacos fotossensíveis podem ser afetados tanto pela luz natural (solar-radiação UV), 
quanto por fontes de luz artificiais (fluorescentes). Segundo as recomendações descritas 
pelos guias, duas fontes de luz devem ser utilizadas nos estudos de fotoestabilidade: 
1) fonte com emissão padrão de D65 (luz do dia externa, ISO 10977:1993)/ID65 (luz do 
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GETTY Produtos da fotodegradação da fexofenadina: (A) derivado isopropílico e (B) derivado 
benzofenona. 


dia indireta) obtida de lâmpadas fluorescentes combinadas às lâmpadas com emissão na 
região do UV ou VIS, xenônio ou metal-haleto, com filtros de vidro que permitam a emissão 
ao redor de 320 nm; 2) lâmpada fluorescente branca, similar a ISO 10977, e lâmpada UV 
fluorescente com distribuição espectral entre 320 a 400 nm e máximos de emissão entre 
350 e 375 nm. 


O estudo da fotoestabilidade consiste na realização de testes de degradação forçada, 
seguidos pelos testes confirmatórios. Nos testes de degradação forçada, a formulação, na 
forma de suspensão ou solução, é transferida para recipientes transparentes e quimicamente 
inertes, que são acondicionados dentro da câmara climática, durante um determinado perío- 
do. Nos testes confirmatórios, a formulação é exposta à radiação fora da embalagem primária, 
em seguida, protegida pela embalagem primária e, por fim, protegida pela embalagem se- 
cundária. Vale lembrar que, caso não ocorra a formação de PD nos testes de estresse, não 
será necessário a realização de estudos confirmatórios. 


Para exemplificar a decomposição de um fármaco frente à luz, pode-se referenciar o 
estudo de fotoestabilidade realizado por Breier (2006) com o anti-histamínico fexofenadina, 
onde os dois PD, derivados isopropílico e benzofenona, foram obtidos, respectivamente, por 
reações distintas de descarboxilação e oxidação, por ação da radiação (Fig. 9.2). 


Isomerização 


É o processo de conversão de um fármaco em seus isômeros ópticos ou geométricos, que 
pode ser acelerado pela sua exposição inadequada à luz ou temperatura, assim como pela 
escolha errada do solvente e pH. A isomerização cis-trans é considerada uma das principais 
causas de perda de potência de uma substância, desde que os dois isômeros geométricos 
apresentem atividades terapêuticas distintas. 

Para ilustrar este tipo de reação pode-se citar como exemplo o antiparkinsoniano en- 
tacapona que, após degradação fotolítica, apresentou como PD seu isômero geométrico 
Zentacapona. A Figura 9.3 apresenta o cromatograma obtido, após a degradação fotolítica 
da E-entacapona e seu isômero. 
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EETEEEA Cromatograma da E-entacapona e de seu isômero geométrico Z-entacapona, após 
degradação fotolítica. 


CINÉTICA DE DEGRADAÇÃO 


A estabilidade e o prazo de validade de um medicamento podem ser determinados por 
meio do estudo da cinética de degradação do fármaco, a qual permite não somente a ob- 
tenção experimental de parâmetros cinéticos e sua correlação através de equações mate- 
máticas, mas também propõe mecanismos para as reações de degradação, estabelecendo 
condições para acelerar ou diminuir a velocidade das mesmas. 


Na literatura, encontram-se descritos os métodos Empírico, de Tootill, das Tabelas de 
Estabilidade, do Coeficiente de Temperatura e de Arrhenius para estimativa do prazo de vali- 
dade de IFA e medicamentos. Dentre estes, o mais utilizado é o de Arrhenius, por apresentar 
uma relação direta entre a velocidade de degradação do fármaco e a temperatura. 


Para aplicação deste método é necessário submeter o IFA ou o medicamento, na forma 
de solução a, pelo menos, três valores de temperaturas diferentes da ambiente, em distintos 
intervalos de tempos. A redução da concentração do fármaco na solução é determinada pelo 
emprego de técnicas analíticas como a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Os 
resultados obtidos são utilizados para elaboração de gráficos que relacionam a concentração 
versus tempo (minutos ou horas), para cada temperatura estudada, visando determinar a 
ordem da reação degradação do fármaco (Tabela 9.1). 


Tabela 9.1. 








Ordem da reação Equação 

Zero C=C,-Kt = ty = (Ol OIK 
Primeira InC = InC, — Kt = toon, = 0,106/K 
Segunda WC = WO, = K = too = MEKC) 


C: concentração final; C,: concentração inicial; In: logaritmo neperiano; K: constante da velocidade da 
reação; t: tempo. 





A escolha da ordem da reação é definida pelo coeficiente de regressão linear (r) da reta 
dos gráficos, que expressa a tendência linear de decomposição do fármaco e a redução de 
sua concentração ao longo do tempo. O valor de r mais próximo da unidade define a ordem 
da reação. No entanto, para determiná-la é preciso no mínimo 50% de degradação do fárma- 
co, caso contrário os resultados serão pouco precisos. A Tabela 9.1 representa a ordem das 
reações de degradação e suas respectivas equações. 


Uma vez definida a ordem da reação para cada temperatura estudada, é possível calcular, 
pela inclinação da reta, a constante da velocidade de degradação (K), definida pela equação: 
K = Eal(R x 2,303), onde: Ea = energia de ativação e R = constante universal dos gases (8,314 
J mol! K7). Com os valores de K, calcula-se a Ea nas temperaturas analisadas, pela aplicação 
da equação de Arrhenius, normalmente empregada na forma logarítmica e expressa pela equa- 
ção: log K = log A- (AEa/2,303 x Rx T), onde: K = constante da velocidade da reação; A = fator 
pré-exponencial; R = constante universal dos gases (8,314 J mol! K"') e T = temperatura em 
Kelvin. Vale lembrar que, a Ea é diretamente proporcional à estabilidade do fármaco ou da 
forma farmacêutica. 


A partir da média das energias de ativação obtida (AEa) é possível determinada a constan- 
te da velocidade de degradação a 25 °C (kəs), por extrapolação, novamente com a aplicação 
da equação de Arrhenius. Com este valor calcula-se, a 25 °C, o prazo de validade (tgo) do IFA 
ou do produto acabado (Tabela 9.1), que corresponde ao tempo no qual 90% da concentra- 
ção do fármaco encontra-se inalterada. 


É importante salientar que, em virtude do uso de valores elevados de temperatura, o mé- 
todo de Arrhenius não se aplica quando houver na formulação o risco de evaporação do 
solvente, redução da umidade, solubilidade de oxigênio do ar e redução da viscosidade em 
sistemas dispersos. Este método, assim como os demais descritos na literatura, é aplicado 
em estudos de Estabilidade Acelerada visando determinar o prazo de validade provisório do 
IFA ou do medicamento. O prazo de validade definitivo será definido somente a partir dos 
dados obtidos no Estudo de Estabilidade de Longa Duração, realizado em condições de 
temperatura e umidade pré-definidos. 


A Figura 9.4 ilustra os gráficos da cinética de degradação na luz das soluções aquosa e 
metanólica dos comprimidos revestidos do anti-histamínico fexofenadina, obtidos pelo estudo 
desenvolvido por Breier e colaboradores (2006). Após os intervalos de 0, 15, 30, 60, 120, 180 e 
240 minutos as amostras foram diluídas e submetidas a análise por CLAE. A taxa de degradação 
obtida foi determinada por meio da construção de gráficos da concentração do fármaco residual 
em função do tempo, log da concentração e inverso da concentração em função do tempo. A 
partir dos gráficos obtidos, foi possível atribuir à reação de fotodegradação da fexofenadina, em 
ambas as soluções, uma cinética de segunda ordem e calcular os valores de K e tow. 


DIRETRIZES NACIONAIS UTILIZADAS NOS ESTUDOS DE 
ESTABILIDADE DE MEDICAMENTOS 


Os estudos de estabilidade fazem parte das exigências dos órgãos regulatórios gover- 
namentais e buscam não só evidenciar como a qualidade de um medicamento varia sob a 
influência de fatores ambientais, mas também orientar as condições de acondicionamento e 
estabelecer o prazo de validade para as preparações farmacêuticas. 


Os métodos descritos anteriormente são úteis para determinar a redução do teor do fár- 
maco, durante o seu período de armazenamento, na etapa de pré-formulação. Os mesmos 
não são mais aceitos pela ANVISA na ocasião do registro do produto farmacêutico. A partir 
de 2005, com a elaboração da RE nº 01/2005 que dispõe sobre o Guia para Realização de 
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Getter Gráficos da cinética de degradação na luz de ordem zero (A), primeira ordem (B) e 
segunda ordem (C) obtidos para fexofenadina. 





Estudos de Estabilidade, as indústrias farmacêuticas para solicitarem o registro, pós-registro 
e renovação do registro de medicamentos são obrigadas a fornecer provas documentadas 
que comprovem a realização dos estudos de estabilidade dos mesmos. 


Esse documento dispõe de todas as informações necessárias para realização dos estudos 
de estabilidade acelerada, de longa duração, de acompanhamento e fotoestabilidade, para 
produto acabado. Estes devem ser realizados em câmaras climáticas, com temperatura e 
umidade controladas, utilizando de 1 a 3 lotes do medicamento em sua embalagem primária, 
em escala piloto ou industrial. Todos os resultados obtidos devem ser submetidos à análise 
estatística adequada para garantir a confiabilidade dos estudos. 


Os estudos de estabilidade acelerada são projetados para expor o produto às condições 
drásticas de temperatura e umidade durante o armazenamento da formulação, em um curto 
período (0, 3 e 6 meses), com o intuito de acelerar sua degradação físico-química e fornecer 
uma previsão do seu prazo de validade. 


Os dados obtidos, juntamente com os derivados dos estudos de longa duração, podem 
ser usados para avaliar as alterações físico-químicas da formulação em condições não ace- 
leradas e, também, para analisar o impacto do produto durante as diferentes condições de 
transporte a que são submetidos. Na grande maioria das vezes, o estudo de longa duração 
confirma os dados obtidos no estudo acelerado. 


O prazo de validade de um medicamento comercializado no Brasil é determinado pelos 
testes de estabilidade de longa duração ou de prateleira que são planejados para certifi- 
cação de que o produto mantém suas características físicas, químicas, microbiológicas, 
toxicológicas e terapêuticas durante seu prazo de validade (0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses), 
sob condições normais de armazenamento indicadas no rótulo. Por ocasião do registro 
do medicamento, poderá ser concedido um prazo de validade provisório de 24 meses, 
se aprovados os relatórios dos estudos de estabilidade de longa duração de 12 meses 
ou de estabilidade acelerada de 6 meses, acompanhados dos resultados preliminares do 
estudo de longa duração. Para fins de prazo de validade definitivo, somente será aprovado 
o relatório de estabilidade que apresentar a variação do teor do fármaco dentro das espe- 
cificações farmacopeicas e/ou proveniente de método validado do produto, conforme a RE 
nº 166/2017 sobre a Validação de Métodos Analíticos, e mantidas as demais características 
do produto. 


Uma vez determinado o prazo de validade nos estudos de longa duração, devem ser reali- 
zados, durante o período de comercialização, os estudos de acompanhamento para verificar 
se o produto mantém as mesmas características observadas nos testes de estabilidade de 
longa duração. A frequência da realização dos testes de qualidade, que incluem análises de 
doseamento, quantificação de PD, dissolução e pH (quando aplicáveis), deve ser anual ou a 
cada 2 anos, dependendo do tamanho do lote. O relatório com os resultados obtidos deve- 
rá ser apresentado na ocasião de pós-registro e/ou renovação de registro do medicamento 
analisado. 


As condições de armazenamento descritas pela RE nº 01/2005 para realização dos testes 
de estabilidade de longa duração e de acompanhamento foram estabelecidas consideran- 
do as condições climáticas brasileiras. Segundo a WHO, o Brasil, por ser um país de clima 
quente e úmido, encontra-se inserido na zona IV da classificação das categorias de zonas 
climáticas. Para Matheus (1999), esta é considerada a condição climática mais estressante 
e, por essa razão, a estabilidade dos produtos farmacêuticos comercializados mundialmente 
deve ser avaliada sob esta condição. 


Na Tabela 9.2 estão descritas as condições experimentais estabelecidas para realização 
dos estudos de estabilidade de acordo com as especificações da legislação brasileira. 





Tabela 9.2. 


Estudo Condição de estocagem Período de realização 
Acelerado somere qho) ea ovoUR 6 meses 
Longa duração Bp) == ZAC, |) (0) ae oz UR} 12 meses 

ou 








30 + 2°C / 65 + 5% UR 





Acompanhamento 30 + 2ºC / 65 + 5% UR 6 meses 


UR: umidade relativa. 


Os estudos de fotoestabilidade têm o objetivo de avaliar a estabilidade do produto frente 
à luz através da sua exposição à radiação em câmara de fotoestabilidade, internamente 
espelhada, para garantir a distribuição uniforme da radiação, e com sistema de circulação 
de ar para controle da temperatura. A fonte de radiação é fornecida por uma lâmpada flu- 
orescente artificial que combina a luz UV/VIS (320 a 400 nm, Ams, 352 nm) e simula a luz do 
sol direta (D65) e indireta (ID65). A radiação deve ser de, no mínimo, 1,2 milhões de lux/hora 
com, no mínimo, 200 watts hora/m?. A eficiência de luminosidade das lâmpadas deve ser, 
periodicamente, comprovada através do uso de medidores digitais de radiação (luximetros) 
ou a aplicação de método actinométrico validado, que utiliza solução amostra e padrão de 
quinina. 

Para formas farmacêuticas de uso tópico como cremes e pomadas, esses estudos de- 
vem ser realizados, inicialmente, com a exposição total do produto fora da embalagem, para 
garantir sua fotoestabilidade em uso. É importante monitorar a temperatura no interior da 
câmara, através da exposição da amostra protegida da luz por papel alumínio. Em seguida, 
se necessário, realizar o teste com o produto em sua embalagem primária, que deve ser colo- 
cada na posição horizontal ou transversal na câmara em relação à radiação. A não realização 
desses estudos deve ser justificada por meio de provas científicas de que o fármaco é estável 
na presença da luz ou que a embalagem primária não permite a passagem de radiação. 


Ao final do período de exposição (0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses), as amostras devem ser 
analisadas quanto as alterações na aparência, limpidez ou cor da solução, teor, formação de 
PD, dissolução e desintegração. Os estudos podem ser finalizados após um nível adequado 
de exposição para produtos fotoestáveis. Vale lembrar que as reações de fotodegradação 
são consideradas as mais complexas, porque incluem diferentes tipos de reações de degra- 
dação como oxidação, racemização, polimerização e abertura de anéis. 


Além dos estudos de estabilidade, a RE nº 01/2005 descreve, também, a realização dos 
testes de degradação forçada que são realizados para avaliar a estabilidade intrínseca do 
fármaco, a partir de sua forma farmacêutica, quando expostos às condições drásticas de 
temperatura (40-80 °C), umidade, oxidação (HO, 3%), pH (ácido e alcalino) e luz (UVA-352 
nm). Assim, é possível obter PD que, provavelmente, não seriam formados durante os estudos 
de estabilidade acelerado e de longa duração, e desenvolver um método analítico indicativo 
da estabilidade para quantificação do fármaco e identificação dos PD formados. 


As condições aplicadas nos testes de degradação forçada são muito mais severas que as 
exigidas no estudo acelerado. No entanto, a finalidade do teste é a degradação do fármaco, 
na faixa de 10 a 30%, para que seja possível a obtenção de PD e não sua degradação total, 
caso contrário poderá haver a degradação dos próprios PD. Sendo assim, quando houver 





uma taxa de degradação inferior a 10%, sugere-se aumentar as condições de estresse apli- 
cadas. No entanto, se após 10 dias sob tais condições não houver degradação do fármaco, 
este será considerado estável. 


O método analítico indicativo da estabilidade deve ser específico, ou seja, deve permitir 
a quantificação do fármaco mesmo na presença dos seus PD ou excipientes. As técnicas 
instrumentais mais usadas para esta finalidade são a CLAE e a cromatografia gasosa (CG), 
para fármacos voláteis. Os detectores de arranjo de diodos (DAD) acoplados ou não ao 
detector de massas (MS) são os mais usados. O DAD é uma ferramenta útil, pois permite 
obter informações a respeito do espectro do fármaco e seus PD, além da pureza dos picos 
cromatográficos. Já o detector de MS, por ser mais sensível, permite a análise de amostras 
em pequenas concentrações. Logo, a utilização deste recurso em um estudo de degradação 
forçada, onde a concentração do PD é pequena, permite sua identificação, pela sua razão 
massa/carga, sem a necessidade da realização de seu isolamento prévio. 


Em 2012, a ANVISA divulgou a RE nº 45/2012 que dispôs sobre os requisitos necessários 
para realização dos estudos de estabilidade para IFA com atividade farmacológica, com o 
intuito de prever, determinar e acompanhar seu prazo de validade. As condições impostas 
são praticamente as mesmas usadas para produto acabado, descritas na RE nº 01/2005, com 
apenas algumas alterações. Para os testes acelerado e de longa duração, são utilizados, no 
mínimo, 3 lotes de IFA, e para os testes de degradação forçada e fotoestabilidade, 1 lote de 
IFA. Os testes de controle de qualidade para avaliar a estabilidade do IFA, durante o estudo 
acelerado e de longa duração, incluem: aspecto, teor, quantificação dos PD e sua identifi- 
cação, quando possível. No caso de IFA importados, os estudos de estabilidade devem ser 
conduzidos no exterior, mas os de acompanhamento, no Brasil. 


No estudo de fotoestabilidade, os IFA sólidos devem ser espalhados na superfície de um 
recipiente, a uma espessura máxima de 3 mm, e os líquidos, acondicionados em recipientes 
transparentes. Ambos devem ser cobertos com material transparente para evitar perdas do 
material. 


Nos estudos de degradação forçada todas as impurezas de síntese do IFA, que não forem 
PD, não precisam ser descritas no relatório do estudo de estabilidade, desde que estas não 
interfiram na identificação dos PD. A presença de PD, mesmo em pequenas quantidades, 
além de ser um indicativo da perda da estabilidade IFA, causam perda de eficácia e seguran- 
ça do medicamento. Muitas impurezas são tóxicas e podem acarretar danos à saúde do pa- 
ciente, por isso devem ser monitoradas. Neste sentido, a ANVISA por meio da RE nº 53/2015 
passa a exigir a notificação, identificação e qualificação dos PD formados ao longo do prazo 
de validade nos relatórios dos estudos de estabilidade, para fins de registro, pós-registro e 
renovação do registro de medicamentos. Os produtos já registrados deverão adequar-se a 
estas normas para a renovação de seu registro. Esta RE aplica-se a IFA e medicamentos 
a base de IFA sintético e semissintético novos, genéricos e similares. 


As impurezas ou substâncias relacionadas são definidas como qualquer substância es- 
tranha presente no IFA ou no produto acabado, diferente dos excipientes. Podem ser do 
tipo impurezas orgânicas (reagentes, solventes, intermediários de síntese, PD, produtos de 
interação fármaco e excipiente), impurezas inorgânicas (metais pesados, fons cloreto, sulfato, 
ferro), formas polimórficas e estereoisômeros. É importante ressaltar que um PD é considera- 
do uma impureza, mas nem toda impureza é classificada como um PD. 


Os PD do IFA e da forma farmacêutica podem ser obtidos através dos testes de degrada- 
ção forçada, que devem ser executados para todas as concentrações da formulação e para 
o placebo. Se o IFA tiver mais de um fabricante, realizar os testes para cada um deles. No 
caso de associações de fármacos, realizar os testes para suas formas isoladas e associadas. 








Deve-se sempre avaliar a pureza cromatográfica do fármaco para verificar se não há nenhum 
PD coeluindo com o IFA. Os estudos de degradação forçada deverão ser refeitos caso houver 
alterações na rota de síntese do fármaco e mudanças na composição do produto acabado. 


Os limites de impurezas são calculados em função da dose máxima diária do fármaco. 
Se estiverem acima do permitido, a maior concentração da impureza deverá ser notificada 
no relatório do estudo de estabilidade. Neste, deverá constar, ainda, a identificação da sua 
estrutura química e o seu perfil de segurança, por meio da qualificação de cada impureza, 
com os testes de genotoxicidade e gerais de toxicidade, sempre usando métodos validados. 
Sendo assim, impurezas na faixa de 0,10 a 0,15% devem ser notificadas e identificadas, e 
somente acima de 0,15% devem ser qualificadas. 


Para que seja possível a identificação dos PD é necessário primeiro isolá-los, utilizan- 
do processos extrativos (líquido-líquido, sólido-líquido, precipitação/filtração) ou técnicas 
cromatográficas (cromatografia em camada delgada [CCD] preparativa, cromatografia em 
coluna, CLAE), para depois identificá-los através do emprego de técnicas espectroscópicas 
(espectrofotometria de absorção molecular nas regiões do UV/VIS e infravermelho [IV], espec- 
trometria de ressonância magnética nuclear [RMN] e massas [MS]). 


No isolamento por CCD preparativa é possível aplicar uma maior carga de amostra sob a 
placa, se comparado à CCD analítica. Com esta técnica é possível, após a eluição, isolar os 
PD, por raspagem da placa, e depois extraí-los da sílica com solvente adequado. Por croma- 
tografia em coluna, é possível isolar grandes quantidades de amostra com maior rapidez que 
a CCD. Já por CLAE, utilizam-se colunas cromatográficas semipreparativas e preparativas 
com diâmetro interno de partícula da fase estacionária maior, possibilitando a injeção uma 
carga maior de amostra. 


Uma vez isolados os PD, os mesmos podem ser identificados por técnicas espectroscó- 
picas, as quais fornecem informações importantes para elucidação estrutural do composto 
degradado. A espectrofotometria de absorção molecular na região do UV/VIS é uma técnica 
simples, porém não é elucidativa, pois fornece informações apenas sobre o espectro e os 
máximos de absorção do fármaco, indicando que há presença de grupamentos cromóforos 
na molécula. Já a espectrofotometria de absorção molecular na região do IV é uma técnica 
muito útil, uma vez que é possível identificar os principais grupamentos químicos do compos- 
to. Através da análise dos espectros, pode-se observar a ausência ou a presença de novos 
grupamentos químicos do PD, quando comparados ao espectro do fármaco não degradado. 
Por espectrometria de RMN é possível determinar o número total de '°C e 'H da molécula, 
o número de 'H de cada "°C, a vizinhança entre os átomos de '°C e a que grupamentos 
químicos pertencem os átomos de '°C e 'H. Enquanto por espectrometria de MS obtém-se a 
massa molecular do PD após ionização do composto que, conforme o tipo e a intensidade 
utilizada, pode quebrar a molécula. 


Existem técnicas onde os PD não precisam ser fisicamente isolados para depois serem 
submetidos às técnicas de identificação acima descritas. Nestes casos, o PD é separado por 
CLAE e depois identificado por detectores do tipo DAD, MS e MS-MS acoplados ao cromató- 
grafo. Como DAD, a identificação do PD pode ser realizada frente ao seu padrão, por meio da 
comparação dos seus tempos de retenção e espectros. Já o detector de MS é mais sensível e 
seletivo que o DAD, sendo possível obter a massa molecular do composto utilizando pequena 
quantidade de amostra. Entretanto, a confirmação do PD pode ser realizada usando detec- 
tores de MS de alta resolução que permitem a obtenção da massa molecular do degradado 
com maior exatidão. Ainda é possível utilizar o detector do tipo MS-MS, que permite a identifi- 
cação do PD através da comparação da massa molecular e perfil de fragmentação frente ao 
padrão do degradado. 





É importante lembrar que a identificação de um PD ou impureza é realizada por um con- 
junto de técnicas analíticas, que juntas geram informações importantes que permitem elucidar 
a estrutura química do composto analisado. 


Além da etapa da identificação é necessário, também, realizar a qualificação de cada 
PD por meio de testes que avaliem seu potencial tóxico e genotóxico. Para tanto, a ANVISA 
disponibiliza o Guia para a Condução de Estudos Não Clínicos de Toxicologia e Segurança 
Farmacológica Necessários ao Desenvolvimento de Medicamentos, o qual poderá ser uti- 
lizado para orientar a realização dos estudos do perfil de segurança dos PD. Para tanto, o 
PD deverá ser isolado por alguma das técnicas cromatográficas descritas anteriormente, e 
depois ser submetido a testes de toxicidade aguda, subcrônica e crônica, assim como testes 
de genotoxicidade in vitro e in vivo para avaliar potenciais danos ao DNA, como mutações e 
aberrações cromossômicas. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os estudos de estabilidade são fundamentais para garantia da integridade física, química, 
microbiológica, terapêutica e toxicológica dos medicamentos dentro dos níveis aceitáveis. 
Nesse sentido, as indústrias farmacêuticas, nas etapas de desenvolvimento e produção de 
medicamentos, devem cumprir rigorosamente com as normas estabelecidas pelos órgãos 
reguladores nacionais. No Brasil, existem em vigor três resoluções que estabelecem os re- 
quisitos necessários para condução dos estudos de estabilidade de IFA e medicamentos, 
cujos resultados devem ser apresentados na ocasião do registro, pós-registro e renovação do 
registro de medicamentos novos, genéricos ou similares. 


A criação dessas resoluções, embora com critérios muito parecidos aos sugeridos pelo 
ICH, demonstram a crescente preocupação dos órgãos sanitários brasileiros em padronizar 
orientações para realização dos testes de estabilidade de medicamentos e IFA, desenvol- 
vimento e validação de métodos analíticos indicativos de estabilidade e ensaios de identifi- 
cação e qualificação de PD e impurezas. Todas essas medidas têm como principal objetivo 
evitar que medicamentos com atividade terapêutica inferior a declarada, e com a presença de 
PD potencialmente tóxicos, coloquem em risco o tratamento e a saúde do paciente. 
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Estudo de caso 


Teste seus conhecimentos 


Para solicitar o registro na ANVISA do medicamento genérico rabeprazol sódico compri- 
midos, a indústria farmacêutica produtora da formulação realizou seu estudo de estabilidade 
acelerada, com o intuito de obter dados sobre a velocidade de degradação fotoquímica do 
fármaco. O estudo de fotodegradação foi conduzido com a solução metanólica dos comprimi- 
dos, a qual foi armazenada em cubetas descartáveis de 10 mm de caminho óptico, fechadas 
com auxílio de película plástica. As mesmas foram acondicionadas em câmara espelhada 
composta de lâmpada UVC - 254 nm (15 W) e temperatura interna de 25 °C. Em intervalos 
de tempo previamente estabelecidos (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos), determinou-se o teor 
residual do fármaco por CLAE (Tabela 1). 


Com base nos dados obtidos experimentalmente, pergunta-se: qual a ordem da reação 
que melhor descreve a reação de degradação do rabeprazol sódico? 





Tabela 1. 




















Tempo (minutos) Concentração (ug/mL)* DPR 
0 40,00 1,70 
5 S215 1,35 
10 25,39 1,01 
15 19,40 3,86 
20 14,42 2,70 
25 10,02 4,00 
30 4,68 0,90 


“Cada valor é média de três determinações. 
DPR = desvio-padrão relativo. 


Resposta: 


A partir dos dados experimentais de concentração residual obtidos em cada intervalo de 
tempo de exposição (Tabela 2), construíram-se gráficos utilizando como base a correlação 
existente entre as variáveis concentração e tempo para determinar a ordem da reação de 
degradação seguida pela amostra. 





Tabela 2. 


























Reação de ordem zero Reação de primeira ordem Reação de segunda ordem 
Concentração de rabeprazol (pg/mL) log da concentração 1/concentração 

0 40,00 1,6021 0,0250 

5 Se ils ISOTA 0,0311 

10 25,39 1,4047 0,0394 

15 19,40 1,2878 0,0515 

20 14,42 IRIS 0,0693 

25 10,02 1,0007 0,0998 

30 4,68 0,6708 0,2134 

lee 0,9950 0,9731 0,8578 


*Coeficiente de correlação. 


Os valores dos coeficientes de correlação (r) obtidos indicaram que a ordem da reação 
que melhor descreveu a cinética de degradação do rabeprazol sódico em solução metanólica 
foi a de ordem zero, por apresentar melhor ajuste entre as variáveis tempo e concentração. 
A Figura 1 representa o perfil de concentração de rabeprazol sódico em função do tempo e 
a equação da reta correspondente. Portanto, de acordo com o conceito de reação de ordem 
zero, a degradação do rabeprazol sódico sob efeito da radiação UVC-254 nm, independe de 
sua concentração na solução metanólica. 
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GETTER Representação gráfica da fotodegradação de rabeprazol em solução metanólica, em 
função do tempo, expostos à lâmpada UVC — 254 nm (15 W). (Com permissão do autor.) 





Separação Quiral 
de Farmacos 


Keyller Bastos Borges 


OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Neste capítulo o leitor encontrará, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre os 
conceitos e as principais técnicas analíticas envolvidas na separação de fármacos quirais. 
Dessa forma, o leitor encontrará ferramentas e informações necessárias ao desenvolvimento 
de métodos quirais empregados no controle de qualidade de medicamentos. 


INTRODUÇÃO 


Durante muito tempo, os fármacos têm sido comercializados sem nenhuma preocupação 
com a quiralidade. A partir da década de 1980, com o surgimento de novas tecnologias, 
tornou-se possível a obtenção de grandes quantidades de enantiômeros puros e o interesse 
por suas atividades farmacológicas isoladas tem crescido bastante. Muitos dos compostos 
de interesse biológico e farmacológico são assimétricos, ou seja, apresentam centro quiral 
e apresentam atividade óptica. Está bem estabelecido que a atividade farmacológica possa 
ser restrita a um dos enantiômeros. Em vários casos, os efeitos colaterais indesejáveis ou 
até mesmo efeitos tóxicos podem ocorrer com o enantiômero inativo. Mesmo que os efeitos 
colaterais não sejam tão drásticos, o enantiômero inativo pode ser metabolizado, o que pode 
representar um encargo desnecessário para o organismo. Dessa forma, a administração de 
enantiômeros puros farmacologicamente ativos é de grande importância. 


A síntese enantiosseletiva é a forma ideal para chegar aos enantiômeros puros, no entanto, 
essa abordagem geralmente é cara e muitas vezes impraticável. Normalmente, os racematos 
são obtidos em síntese e a separação dos enantiômeros em escala preparativa é necessária. 





Por outro lado, ha também uma grande demanda por métodos de separação de enantiômeros 
em escala analítica para monitorar o processo de síntese, verificar processos de racemização, 
controlar a pureza enantiomérica de fármacos e para estudos farmacocinéticos. Os métodos 
convencionais de separação de enantiômeros em escala preparativa são cristalização fracio- 
nada, formação de pares diastereoméricos seguidos de recristalização repetida e através de 
procedimentos enzimáticos. Nos últimos anos, métodos cromatográficos, como cromatografia 
gasosa e por fluido supercrítico e, principalmente, a cromatografia líquida têm atraído um 
crescente interesse para a separação quiral, tanto em escala analítica como em preparativa. 
Mais recentemente, eletroforese capilar e eletrocromatografia também têm se mostrado úteis 
para a separação quiral em escala analítica. 


QUIRALIDADE 


Os isômeros são compostos diferentes, mas que possuem a mesma forma molecular. 
Eles se dividem em isômeros constitucionais e estereoisômeros. Os isômeros constitucionais 
diferem um dos outros na ordem que seus átomos são conectados, ou seja, apresentam 
conectividades diferentes. Já os isômeros que diferem uns dos outros pela disposição dos 
seus átomos no espaço são ditos estereoisômeros. Eles podem ser geométricos, sem centros 
opticamente ativos, ou ópticos. Isômeros ópticos possuem centro quiral ou assimétrico que 
pode ser o carbono (mais comum), fósforo, enxofre ou nitrogênio. Moléculas com centro quiral 
podem ter 2" estereoisômeros, sendo n o número de centros quirais. 


A molécula que for assimétrica ou quiral possui pelo menos um isômero, este é semelhante 
a ela na sua fórmula molecular e em todos os tipos de ligações entre os átomos, mas difere 
na organização espacial desses átomos em torno do centro quiral ou átomo quiral. Esses 
isômeros são imagens especulares não sobreponíveis e são denominados enantiômeros (Fig. 
10.1). Uma mistura contendo partes iguais de cada um dos enantiômeros se chama racemato 
ou mistura racêmica. 





GETTER Esquema da assimetria de um átomo tetravalente e sua imagem especular. 








O processo pelo qual um composto opticamente ativo é transformado irreversivelmente em 
uma mistura racêmica é denominado racemização. Já a enantiomerização que ocorre com 
moléculas individuais é definida como a interconversão reversível de um enantiômero em outro. 


Diastereoisômeros são moléculas que não são imagens uma das outras num espelho 
plano, como, por exemplo, moléculas com mais de um centro quiral. Diastereomerização 
é o processo microscópico e molecular no qual ocorre a interconversão reversível de um 
estereoisômero em outro. 


Os enantiômeros têm propriedades químicas e físicas idênticas, exceto o desvio da luz 
polarizada, que é igual em número de graus, mas de sentido diferente. Eles também possuem 
reação ou interação com outros compostos também opticamente ativos de forma diferenciada. 


O fenômeno conhecido como atropoisomerismo, denominação oriunda da palavra grega 
atropos (i.e., sem rotação), é atribuído a um tipo de estereoisomerismo característico de sis- 
temas em que a rotação livre em torno de uma ligação simples é impedida, produzindo uma 
barreira energética suficientemente elevada, de modo a permitir o isolamento ou simplesmente 
a detecção dos diferentes rotâmeros, chamados atropoisômeros. Esse tipo de isomeria axial é 
caracterizado pela atividade ótica promovida por um eixo de ligação, não necessitando que a 
substância apresente carbono estereogênico como elemento de quiralidade. 


Atividade ótica e configuração absoluta 


Uma onda de luz viaja no espaço vibrando em vários planos; quando um feixe de luz é 
submetido a um cristal especial, existente no polarímetro, ela passa a vibrar em um único 
plano. Quando uma solução contendo um enantiômero é submetida a esse equipamento, ela 
pode desviar o plano para a direita ou para a esquerda (Fig. 10.2). Se o plano é desviado para 


Luz incidente 


Luz polarizada 


EFIMEETEA Esquema da luz incidente e polarizada. 





a esquerda, diz-se que a substância é levorrotatória ou levógira (latim laevu = esquerda). Se 
o plano for desviado para a direita, diz-se que a substância é dextrorrotatória ou dextrógira 
(latim dextro = direita). Essa propriedade dos enantiômeros é conhecida como rotação óptica. 
Por convenção, coloca-se um sinal de menos entre parênteses (-), para nomear uma subs- 
tância levorrotatória e um sinal de mais (+), para designar uma substância dextrorrotatória. 


Para podermos desenhar e reconhecer de forma correta a maneira como os substituintes 
de um carbono assimétrico se orientam no espaço, precisamos de uma notação fácil e que 
possa ser reconhecida em qualquer lugar do mundo. Essa notação foi proposta por Cahn, 
Ingold e Prelog e é conhecida como notação Re S. Esses pesquisadores estabeleceram uma 
regra de prioridade entre diferentes substituintes ligados ao carbono assimétrico. A regra se 
baseia no peso molecular dos átomos ligados ao carbono estereogênico. Assim, um hetero- 
átomo (por exemplo, /> Br> Cl> S > O > N) tem prioridade ao carbono. Uma ligação dupla 
(-CH=CH.) tem prioridade a uma ligação simples (-CH,-CH,-). Se tivermos mais de um centro 
quiral na molécula, esse procedimento deve ser repetido para cada um separadamente. 
Convém ressaltar que essa notação não está diretamente relacionada com o desvio do plano 
da luz polarizada, que deve ser medida no polarímetro. Ela é utilizada para determinar, sem 
nenhuma ambiguidade, como os substituintes estão orientados no espaço, ao redor do carbo- 
no assimétrico. Portanto, uma substância pode ser Re desviar o plano da luz polarizada para 
a esquerda, escreve-se então (-)-(A), ou desviar o plano para a direita e ter a configuração 
absoluta S, escreve-se (+)-(S). 


Atividade farmacológica e quiralidade 


A quiralidade é uma característica das substâncias presentes em nosso organismo, já 
que as macromoléculas biológicas são quirais e muitas reações são catalisadas por enzimas 
que são opticamente ativas. Com isso, substâncias exógenas quirais, como certos fármacos 
quirais, são discriminadas no organismo ocorrendo assim uma interação estereoespecífica 
com os receptores, o que proporciona farmacodinâmica estereosseletiva. Isso se dá devido 
às interações com os receptores serem altamente específicas, podendo um dos enantiômeros 
exercer efeito terapêutico e o outro efeito tóxico. Da mesma forma, a farmacocinética será 
diferente devido à influência do arranjo espacial das moléculas, levando os enantiômeros a 
serem absorvidos, distribuídos, metabolizados e excretados de forma diferente. 


Nos últimos anos, 88,4% dos fármacos quirais obtidos por vias sintéticas foram comercia- 
lizados como racematos. No entanto, existem muitos exemplos de fármacos que apresentam 
atividade farmacológica atribuída a somente um de seus enantiômeros. 


Diante disso, mais de 60% dos medicamentos utilizados na clínica são opticamente ativos 
e a grande maioria é administrada na forma de racematos. É prudente conhecer os aspectos 
estereoquímicos da dinâmica e cinética dos fármacos para entender os mecanismos de ação 
e, assim, aperfeiçoar o esquema terapêutico. 


Com as informações estereosseletivas dos fármacos, pode-se decidir se há vantagens 
na utilização do racemato ou do enantiômero puro, contudo, essa decisão envolve muitos 
fatores e é dada pela magnitude e significância nas diferenças da farmacodinâmica e 
farmacocinética. 


A importância da estereoquímica de fármacos quirais nas suas propriedades farmacoci- 
néticas depende do mecanismo do processo em consideração: processos passivos, como 
a difusão através de membranas, não envolvem interações entre macromoléculas e a este- 
reoquimica tem pouca influência, mas quando o fármaco interage com uma enzima (metabo- 
lismo enzimático) ou com o sistema de transporte, ocorre uma discriminação que pode ser 
evidenciada. 








O FDA (Food and Drug Administration) e outras agéncias reguladoras ao redor do mun- 
do como ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) introduziram regulamentos em 
relação à pureza enantiomérica de fármacos e outros compostos químicos, assim como têm 
exigido informações sobre as propriedades cinéticas e dinâmicas estereosseletivas de no- 
vos fármacos. Com isso, a síntese enantiosseletiva e a necessidade de desenvolvimento de 
métodos analíticos para separar racematos se tornaram extremamente importantes. Separar 
misturas racêmicas tem sido um dos maiores problemas na ciência da separação, uma vez 
que é necessário um seletor quiral opticamente puro, que irá interagir de forma diferente com 
os dois enantiômeros. 


SEPARAÇÕES QUIRAIS* 


O desenvolvimento de métodos de separação quiral em escala análitica, bem como em 
escala preparativa, tem atraído grande atenção nas últimas duas décadas. Muitas técnicas 
podem ser empregadas na análise estereosseletiva de fármacos, tais como cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE), eletroforese capilar (EC), cromatografia de fluido supercrítico 
(CFS) e cromatografia gasosa (CG). Neste capítulo serão apresentadas as separações quirais 
realizadas por CLAE, CG, CFS e EC, focando nos mecanismos de separação, vantagens e 
desvantagens de cada técnica, bem como algumas aplicações na área farmacêutica. 


SEPARAÇÃO QUIRAL POR CLAE** 


A CLAE é uma técnica amplamente utilizada em separações de compostos químicos e 
fármacos quirais. Essa técnica permite a identificação, quantificação e separação de um 
grande número de compostos que podem estar presentes em diferentes matrizes, tais como 
amostras biológicas, intermediários de síntese assimétrica e fármacos quirais comercializa- 
dos como misturas racêmicas ou na forma de enantiômeros isolados. 


A análise quiral por CLAE, como na análise convencional, pode ser empregada nos modos 
normal, reverso e polar orgânico. Essa escolha depende principalmente da solubilidade do 
analito, do detector e do tipo de seletor quiral empregado. Todos os detectores utilizados em 
CLAE convencional (análise aquiral) podem ser empregados na análise quiral de fármacos. 
Em especial, o detector de dicroísmo circular que é baseado na medida da absorbância dife- 
rencial entre as duas rotações de luz circularmente polarizada por uma molécula assimétrica 
tem grande importância nesta área. Além disso, os avanços da espectrometria de massas 
têm contribuído na análise quiral, melhorando a seletividade e sensibilidade, principalmente 
quando se tem amostras complexas. 


Existem dois processos diferentes para se analisar compostos quirais por CLAE: método 
indireto e método direto. 


Métodos indiretos 


Entre as décadas de 70 e 80, o método indireto foi bastante utilizado; esse procedimento 
se baseia na formação de diastereoisômeros com reagentes quirais opticamente puros, os 
quais podem ser separados empregando fases estacionárias não quirais. Os procedimentos 





*Para mais informações sobre análise quiral, pesquisar em Gübitz G, Schmid MG. Chiral separations. 
Methods and protocols. Humana Press, New Jersey, 2004. 

*“Para mais informações sobre reagentes empregados para vários grupos funcionais, bem como a análise 
de fármacos, pesquisar em Toyo'oka T. Resolution of chiral drugs by liquid chromatography based upon 
diastereomer formation with chiral derivatization reagents J Biochem Biophys Methods 54: 25-56, 2002. 





indiretos apresentam algumas desvantagens, por exemplo: demanda tempo, pois necessita 
de uma etapa adicional de preparação da amostra; requer reagentes opticamente puros, 
havendo a necessidade de avaliar a pureza enantiomérica do reagente, bem como a possi- 
bilidade de racemização durante a sua estocagem ou a reação de derivação; pode ocorrer a 
formação desproporcional de cada membro do par de diastereoisômeros (resolução cinética) 
e faz-se necessário um posterior tratamento químico para a recuperação dos enantiômeros. 
As vantagens dos procedimentos indiretos são a disponibilidade comercial de reagentes 
para a derivação de vários grupos funcionais e a alta flexibilidade relativa às condições 
cromatográficas. 


A resolução dos enantiômeros, feita pelo método indireto, depende do tipo e concen- 
tração do aditivo quiral, do pH e da presença de modificadores orgânicos. Apesar desse 
procedimento possibilitar o uso de vários aditivos para uma mesma coluna e o uso de colunas 
convencionais (p. ex., C8, C18 etc. que proporcionam maior robustez, alta eficiência e ca- 
pacidade), essa técnica necessita de grandes quantidades de seletores quirais, tornando-a 
menos atrativa em razão do elevado custo. 


Métodos diretos 


Os métodos diretos são aqueles que a resolução dos enantiômeros é obtida através de 
processos enantiosseletivos que ocorrem no sistema cromatográfico e sem uma etapa prévia. 
Estes métodos são classificados em métodos que empregam fases estacionárias quirais e 
métodos que empregam fases móveis quirais, ou seja, ocorre a adição de seletores quirais 
na fase móvel. 


Atualmente, utiliza-se com muito mais frequência o método direto envolvendo o uso de 
fases estacionárias quirais (FEQs), que formam complexos diastereoisoméricos transitórios 
com os enantiômeros. A separação, ou seja, diferentes tempos de retenção ocorrem devido à 
diferença de estabilidade dos complexos formados. Apesar de ser um procedimento de custo 
elevado, devido ao alto preço das colunas, e com mecanismo de separação quiral de difícil 
entendimento, é bastante utilizado, pois possui várias vantagens, tais como: vasto número e 
tipos de colunas quirais disponíveis comercialmente, rapidez na análise cromatográfica e os 
enantiômeros podem ser recuperados com relativa facilidade. 


Muitos pesquisadores têm trabalhado no desenvolvimento de fases estacionárias quirais 
que podem ser constituídas de vários materiais, tais como: seletores quirais naturais como 
proteínas, ciclodextrinas, alcaloides de cinchona, polissacarídeos e antibióticos macrocicli- 
cos; e seletores quirais sintéticos como os seletores tipo Pirkle, éter de coroa, derivados de 
prolina e polímeros helicoidais sintéticos. 


Seletores quirais naturais 


Fases estacionárias quirais baseadas em proteínas 


As fases estacionárias quirais baseadas em proteínas podem ser preparadas por dois 
métodos distintos: 1) o seletor quiral é adsorvido no suporte da fase estacionária, usualmente 
silica; ii) a proteína é quimicamente ligada ao suporte cromatográfico por meio de ligações 
covalentes. 


As proteínas (aminoácidos) e glicoproteínas (aminoácidos e açúcares), ambos quirais, 
possuem a habilidade de discriminar moléculas quirais, contudo, um número limitado de 
proteínas vem sendo usado no desenvolvimento de FEQs. As principais proteínas utilizadas 
no preparo de colunas comerciais são a albumina sérica bovina, a albumina sérica humana, 
a ovomucoide e a a,-glicoproteina ácida. Alguns parâmetros podem afetar a retenção e a 








enantiosseletividade dos analitos nessas FEQs, tais como alterações no pH da fase móvel, 
solventes orgânicos, aditivos e temperatura, provocando modificações na conformação espa- 
cial e nos sítios de discriminação quiral desses seletores. 


As vantagens dessas colunas incluem a possibilidade de uso de fase móvel aquosa, 
enantiosseletividade para grande número de compostos e análise direta sem a necessidade 
de derivação quiral. Apesar de se obter, em alguns casos, alto grau de enantiosseletividade 
com estas FEQs, algumas desvantagens são observadas quando se faz uso dessas colunas. 
Dentre elas estão falta de robustez, baixa capacidade de carga, indisponibilidade em escala 
preparativa e limitado entendimento do mecanismo de reconhecimento quiral, o que fazem 
com que estas FEQs sejam pouco empregadas rotineiramente. 


Fases estacionárias quirais baseadas em ciclodextrinas 


As ciclodextrinas são moléculas cíclicas de oligossacarídeos de origem natural, com 
estrutura similar a de um cone truncado e com uma cavidade hidrofóbica capaz de formar 
complexos de inclusão com os analitos. A superfície externa da ciclodextrina é hidrofílica 
devido à presença de grupos hidroxilas. As colunas de ciclodextrinas comercialmente dispo- 
níveis são as que possuem seis (a-ciclodextrina), sete (B-ciclodextrina) e oito (y-ciclodextrina) 
subunidades de glicose que formam anéis (Fig. 10.3). 


As moléculas anulares possuem os grupos hidroxila primários situados na parte mais 
estreita do tronco do cone, ao passo que as hidroxilas secundárias se encontram situadas 
na parte mais larga desse tronco. Assim, as hidroxilas se situam nas extremidades do cone, 
tornando as ciclodextrinas solúveis em água. O interior da cavidade apresenta caráter hidro- 
fóbico e, em solução aquosa, essas cavidades proporcionam uma matriz hidrofóbica em um 
ambiente hidrofílico. Assim, as ciclodextrinas em solução aquosa podem formar complexos 
de inclusão com uma ampla variedade de moléculas, limitados exclusivamente por restrições 
estereoquímicas. Portanto, para que ocorra complexação, a molécula deve entrar parcial ou 





Ciclodextrinas a p Y 
d, 5,6 6,8 8,0 
d, 4,2 5,6 6,8 
d, 8,8 10,8 12,0 
h 7,8 7,8 7,8 





GET ETER Representação das estruturas da a, B, e y-ciclodextrina e seus diâmetros internos (d,, d 
e ds, valores em A) e altura (h). 





totalmente na cavidade da ciclodextrina onde ocorrerão interações secundárias específicas 
(interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio, dipolo-dipolo e de transferência de carga) 
da parte da molécula que ficou para fora da cavidade com os grupos hidroxilas ou outros 
grupos da borda da ciclodextrina ou derivado. 


Essas interações específicas podem ser estereosseletivas e serem responsáveis pela se- 
paração de moléculas quirais. A estabilidade dos complexos de inclusão é influenciada pela 
estrutura química e hidrofobicidade da molécula do analito, pela composição da solução de 
eletrólitos, pH, solvente orgânico e temperatura. 


As colunas de ciclodextrinas são muito utilizadas no modo reverso, fazendo o uso de tam- 
pões, principalmente fosfato e acetato de trimetilamônio, que podem melhorar a eficiência 
das fases e diminuir a retenção de analitos aniônicos e catiônicos. Além disso, a derivação 
dos grupos hidroxila primários e secundários possibilitou o desenvolvimento de novas fases 
com diferentes funcionalidades e polaridades e, consequentemente, com diferentes tipos 
de interações. Por exemplo, a fase naftiletilcarbamato de B-ciclodextrina, além de propiciar 
as interações descritas acima, acrescenta um novo centro estereogênico à estrutura do 
seletor quiral. 


Fases estacionárias quirais baseadas em alcaloides de chinchona 


Os alcaloides de chinchona presentes nas FEQs são a quinina e a quinidina. Estes alca- 
loides diastereoisoméricos, na forma de carbamatos imobilizados covalentemente em sílica, 
possuem a capacidade de resolver enantiômeros decorrente de suas características estrutu- 
rais que possuem um anel planar quinolínico e um anel rígido de quinuclidina, além de cinco 
centros estereogênicos em cada molécula. A capacidade de discriminação quiral desses 
diastereoisômeros é atribuída a apenas um centro quiral, que possui configuração espacial 
oposta nos dois alcaloides. Devido a esse comportamento ocorre uma inversão da ordem de 
eluição dos enantiômeros em análise. 


Essas FEQs demonstram boa enantiosseletividade para ácidos quirais em modo reverso, 
apesar de também serem empregadas em modo normal. Em fase reversa é possível obter 
interações por pareamento iônico, uma vez que os alcaloides quinina e quinidina são contraí- 
ons efetivos para ácidos carboxílicos e sulfônicos. Dessa forma, essas FEQs são classificadas 
como trocadoras de ânions quirais fracos. Além dessa interação iônica intermolecular, liga- 
ções de hidrogênio, interações 7-7, dipolo-dipolo e estérica também participam do processo 
de discriminação quiral. 


Fases estacionárias quirais baseadas em antibióticos macrocíclicos 


As FEQs baseadas em antibióticos macrocíclicos são produzidas pela imobilização de gli- 
copeptídeos macrocíclicos através de cinco ligações covalentes à superfície da sílica. Desde 
sua introdução por Daniel Armstrong como fase estacionária quiral para CLAE em 1994, essas 
colunas têm sido usadas para a separação de uma larga variedade de moléculas quirais. Os 
antibióticos macrocíclicos podem ser ácidos, básicos ou neutros e podem ter pouca ou ne- 
nhuma absorbância no UV-Vis. Os antibióticos macrocíclicos vancomicina, teicoplamina, tei- 
coplamina aglicona, ristocetina A, avoparcina, rifamicina B e tiostreptona vêm sendo bastante 
utilizados em separações quirais por CLAE. Essas colunas exibem boa estabilidade mecânica, 
apresentam bom custo/benefício, podem ser usadas para fins preparativos e, principalmente, 
elas podem ser usadas nos três modos de eluição: reverso, polar-orgânico e normal sem 
maiores problemas. Entretanto, altas eficiências são alcançadas no modo polar-orgânico com 
a adição de aditivos orgânicos ou não, tais como dietilamina, ácido acético e suas misturas. 
Nesse modo, uma razão entre aditivos ácidos e básicos devem ser encontrados para se obter 








tempos de retenção e resolução satisfatórios dos fármacos ionizáveis. No modo reverso, a 
faixa de pH entre 4 e 7 deve ser usada, como especificado pelos fabricantes para se obter 
boas separações. Já no modo normal, misturas de solventes apolares (por exemplo, hexano) 
e um modificador orgânico (por exemplo, etanol) podem regular a retenção dos analitos junto 
com o reconhecimento quiral (tipo de álcool). 


A estrutura dessas fases indica que todas as interações típicas estão presentes: ligações 
do tipo n-z, ligações de hidrogênio, dipolo-dipolo, inclusões, interações estéreas, ligações 
aniônicas ou catiônicas. Entretanto, dependendo da escolha das condições da fase móvel, 
alguns tipos de interações são favorecidos. Por exemplo, as condições de fase reversa fa- 
vorecem inclusões e ligações de hidrogênio e, dependendo do pH, podem ocorrer ligações 
aniônicas ou catiônicas. Já as ligações dipolo-dipolo e do tipo x-x são favorecidas em condi- 
ções de fase normal. O modo polar orgânico tem potencial para promover todas as interações 
acima citadas, especialmente, as interações iônicas e, portanto, esse modo possui um amplo 
espectro de separação de moléculas. 


Por exemplo, a vancomicina é um glicopeptídeo anfotérico produzido pelo Streptomyces 
orientalis. Essa substância tem se mostrado bastante viável como seletor quiral para separa- 
ções em CLAE. A vancomicina contém 18 centros quirais, três cavidades hidrofóbicas e cinco 
anéis aromáticos (Fig. 10.4). 





Massa molecular: 1449 u 
pk’s: 2.9, 7.2, 8.6, 9.6, 10.4, 11.7 Vis 
Ponto isoelétrico: 7.2 o 

Centros quirais: 18 H3C 


Moléculas de açúcar: 2 OH CH3 


Cavidades de inclusão: 1, 2, 3 NH2 


OH 


GIMEL Estrutura molecular do antibiótico macrociclico vancomicina. Os números 1, 2e 3 
representam suas cavidades de inclusão 





Fases estacionárias quirais baseadas em polissacarideos 


Os polissacarídeos são polímeros formados a partir da condensação de carboidratos 
(açúcares). Dentre os polissacarídeos na forma nativa, a amilose e a celulose são os mais 
comuns, apesar da quitosana, quitina e xilan também serem utilizados como seletores quirais. 
Esses polissacarídeos naturais não são muito úteis para o preparo de FEQs devido à baixa 
capacidade de resolução que oferecem e a pouca resistência que possuem. Contudo, esses 
dois polissacarídeos, após sofrerem diferentes processos de derivação, apresentam caracte- 
rísticas cromatográficas enantiosseletivas bastante superiores e, por esta razão, também são 
considerados como semi-sintéticos. 


Dessa forma, diversas FEQs constituídas de tris-benzoatos, tris-fenilcarbamatos e tris-ben- 
zilcarbamatos de amilose ou celulose adsorvidos em 3-aminopropilsílica macroporosa tem 
sido desenvolvidas. Essas FEQs estão entre as que apresentam a mais ampla aplicabilidade 
e são capazes de resolver uma grande e variada seleção de fármacos quirais. Além disso, 
essas FEQs podem ser utilizadas nos modos normal, reverso, polar orgânico e também no 
sub e supercrítico. 


No modo normal, o reconhecimento ocorre pelo encaixe estérico em cavidades quirais, 
tendo a contribuição de ligações de hidrogênio e interações de dipolo-dipolo e do tipo 
n-n. Utiliza-se também um modificador orgânico, normalmente um álcool, que pode alterar 
a enantiosseletividade. Embora as FEQs de polissacarídeos apresentem grande aplica- 
bilidade na resolução de enantiômeros com várias estruturas químicas, alguns solventes 
cromatográficos pouco usuais, como tetra-hidrofurano (THF), acetato de etila, acetona, 
clorofórmio, dimetilsulfóxido (DMSO), diclorometano e tolueno, não podem ser usados 
como fases móveis, uma vez que podem solubilizar o seletor quiral adsorvido na sílica. 
No entanto esse problema, relacionado ao uso restrito de alguns solventes, foi soluciona- 
do pela imobilização dos derivados de polissacarídeos ligados covalentemente à sílica. 
Okamoto e col. desenvolveram as primeiras FEQs imobilizadas de polissacarídeo ao ligar 
covalentemente o tris(3,5-dimetilcarbamato, Chiralpak® IA) de amilose e o tris(3,5-dimetil- 
carbamato, Chiralpakº IB) e o tris(3,5-diclorofenilcarbamato, Chiralpakº IC) de celulose à 
3-aminopropilsílica. 

No modo reverso, o uso de FEQs de polissacarídeos possui como mecanismo de reco- 
nhecimento quiral predominante a inclusão forma-dependente em cavidades quirais, uma vez 
que as interações secundárias ficam enfraquecidas em relação ao modo normal, dadas as 
características dos eluentes normalmente empregados. A fase reversa é particularmente útil 
quando se quer analisar fármacos que apresentam problemas de insolubilidade e caracteris- 
ticas cromatográficas desfavoráveis. Já em modo polar orgânico, o uso de FEQs derivadas 
de polissacarídeos tem crescido rapidamente, uma vez que apresenta seletividade diferente 
daquela observada em fase reversa. A Figura 10.5 apresenta as principais FEQs baseadas 
em derivados de polissacarídeos. 


Seletores quirais sintéticos 


Fases estacionárias quirais do tipo Pirkle 


Essas FEQs são também conhecidas como FEQs do tipo doador-aceptor ou do tipo Brush. 
As FEQs do tipo Pirkle, nome dado em homenagem ao seu inventor, se baseiam na teoria da 
reciprocidade, na qual o reconhecimento quiral é um evento recíproco, sendo que se um dos 
enantiômeros de X pode separar os enantiômeros de Y, então um dos enantiômeros de Y 
pode separar os enantiômeros de X. 
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Silica-gel 


Condições de fase normal* 


Chiralpak AD 


Amilose tris-(3,5 - dimetilfenil carbamato) 
recobrindo um suporte de silica-gel de 10 um 
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Amilose tris-[(S)-a-metilbenzil carbamato] 
recobrindo um suporte de silica-gel de 10 um 


Condições de fase reversa* 


Chiralpak AD - RH 
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Amilose tris-(3,5 - dimetilfenil carbamato) 
recobrindo um suporte de sílica-gel de 5 um 
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Condições de fase normal* 


Chiralcel OD-H 


Celulose tris-(3,5 - dimetilfenil carbamato) 
recobrindo um suporte de silica-gel de 5 um 
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Celulose tris-(4 - metilfenil carbamato) 
recobrindo um suporte de sílica-gel de 10 um 
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Celulose tris-(4 - clorofenil carbamato) 
recobrindo um suporte de silica-gel de 10 um 





Derivados de éster de celulose 


Chiralcel OJ 


Celulose tris-(4 - metilbenzoato) recobrindo 
um suporte de silica-gel de 10 um 


EETEETEA Fases estacionárias quirais derivadas de polissacarideos de celulose e amilose mais 
comumente utilizadas. *Essas fases também podem ser utilizadas no modo polar orgânico. 





Nas FEQs do tipo Pirkle, seletores quirais, geralmente aminoácidos modificados, são 
ligados covalentemente à superfície da sílica ou zircônio. Esses seletores quirais são caracte- 
rizados por possuírem ao menos um anel aromático que desempenha um papel fundamental 
na formação dos complexos diastereoisoméricos entre a fase estacionária e os enantiômeros 
da mistura racêmica. Além de realizar interações r-n, essas FEQs também apresentam inte- 
rações dipolo-dipolo e estérica, além de ligações de hidrogênio. 

Existem três tipos de FEQs do tipo Pirkle que são diferenciadas pelos anéis aromáticos 
em suas estruturas químicas: m-ácidas (com grupos aceptores de elétrons 7), n-básicas (com 
grupos doadores de elétrons 7) e x ácido-básico (com grupos aceptores e doadores de elé- 
trons 7). Essas FEQs do tipo Pirkle geralmente são utilizadas no modo normal, uma vez que 
as interações m-n são favorecidas na presença de solventes não polares. Apesar dessas 
distintas FEQs serem utilizadas no modo normal de eluição, elas também apresentam poder 
de discriminação quiral no modo reverso, particularmente compostos altamente polares ou 
iônicos, como ácidos carboxílicos. 


Contudo, no modo reverso, a enantiosseletividade é usualmente inferior àquela obtida em 
fase normal. Em alguns casos foi observada inversão na ordem de eluição dos enantiômeros 
indicando, dessa forma, uma mudança no mecanismo de reconhecimento quiral. Entretanto, 
uma das vantagens das FEQs do tipo Pirkle é que várias colunas são disponíveis em ambas 
as formas enantioméricas. A inversão na configuração espacial do centro quiral da fase es- 
tacionária leva à inversão da ordem de eluição dos enantiômeros, o que é uma importante 
característica para aplicações em escala analítica e também em escala preparativa. 


As FEQs do tipo Pirkle também possuem como vantagens: boa capacidade de transfe- 
rência de massa, durabilidade (boa estabilidade química e térmica) e compatibilidade com 
diferentes solventes, o que também permite seu uso nos modos sub e supercrítico. 


Dentre as FEQs do tipo Pirkle, destaca-se a coluna Whelk-O® 1 (Regis Technologies), 
caracterizada como x ácido-básico. Assim sendo, é capaz de resolver enantiômeros que 
contenham r-ácidos ou r-básicos. Dessa forma, a coluna Whelk-Oº 1 pode separar diver- 
sos tipos de enantiômeros, apresentado uma versatilidade superior às FEQs derivadas de 
polissacarídeos. Alguns exemplos que podem ser resolvidos por essa coluna são: aldeídos, 
cetonas, amidas, epóxidos, ésteres, ureias, carbamatos, éteres, ácidos carboxílicos, alcoóis, 
cumarinas, flavononas, anti-inflamatórios não esteroidais, entre outros. 


Fases estacionárias quirais baseadas em éteres coroa 


Éteres de coroa são poliéteres macrocíclicos sintéticos que ao contrário das ciclodextri- 
nas possuem uma cavidade hidrofílica e a superfície externa hidrofóbica. As cavidades de 
tamanhos específicos atuam como barreira quiral e possuem uma forte afinidade por cátions, 
principalmente, através de ligações eletrostáticas, propiciando a discriminação entre os 
enantiômeros. Dentre esses seletores quirais, destacam-se os éteres 18-coroa-6 que além de 
complexar com cátions inorgânicos, também complexam com aminas aromáticas primárias. 
Nos modos de eluição normal e reverso, com a presença de aditivos ácidos, os átomos de 
oxigênio da cavidade interagem com grupos amino protonados dos analitos, o que acarreta 
na formação de complexos de inclusão. Além da interação íon-dipolo, as ligações de hidrogê- 
nio, as interações 7-7 e estéricas também atuam na estabilização dos complexos formados. A 
introdução de grupos volumosos no exterior dos éteres de coroa propicia, além de barreiras 
estéricas, interações enantiosseletivas com o fármaco. Dessa forma, se o fármaco é capaz de 
formar complexos estáveis com o éter coroa, então as interações repulsivas ou atrativas com 
estas barreiras diminuem a estabilidade do complexo formado com um dos enantiômeros, o 
que resulta no reconhecimento quiral. 








Com as duas formas enantioméricas das FEQs dos éteres de coroa disponiveis tém o 
controle da ordem de eluição dos enantiômeros. Além disso, estão disponíveis colunas de 
éteres de coroa ligadas covalentemente à sílica, o que permite maior flexibilidade no uso de 
diferentes solventes orgânicos na fase móvel. Essa flexibilidade possibilita maior variedade 
de aplicações, tais como a separação quiral de aminoamidas, aminas, aminoácidos, amino- 
ésteres, aminoalcoóis e aminocetonas. Essas FEQs também têm sido empregadas na deter- 
minação da pureza enantiomérica de substâncias biologicamente ativas como a norefedrina 
e a tocainida. 


Fases estacionárias quirais do tipo troca de ligantes 


As FEQs do tipo troca de ligantes se baseiam na coordenação reversível dos enantiômeros 
dos fármacos de interesse com um fon metálico, geralmente Cu?*, e uma terceira molécula 
quiral, normalmente um aminoácido. Esses complexos diasteroisoméricos são estabilizados 
por interações dipolo-dipolo, estéricas e ligações de hidrogênio. Quando esses complexos 
possuem diferentes estabilidades, o enantiômero que participa do complexo menos estável 
elui antes, o que permite a separação dos enantiômeros. 


Essas FEQs são úteis para a resolução quiral de analitos com dois ou três grupos funcio- 
nais doadores de elétrons (hidroxila, amino e carboxílicos), tais como aminoácidos e seus 
derivados, peptídeos, aminoalcoóis e hidroxiácidos. Dentre os seletores quirais, estão os 
aminoácidos cíclicos, como prolina e hidroxiprolina, aminoácidos contendo enxofre derivados 
da cistina e penicilina. 


Essas FEQs apresentam certa limitação quando comparadas às outras colunas quirais, 
visto que conseguem resolver um número menor de classes de compostos quirais, tais como 
o-aminoácidos e seus derivados, a-hidroxiácidos mono e di-carboxílicos e aminoalcoóis. 
Essas colunas são empregadas no modo reverso e os seguintes fatores podem ser alterados 
para se obter resolução: concentração do íon metálico, pH, tipo e a concentração do modifi- 
cador orgânico e temperatura. 


Fases estacionárias quirais baseadas em polímeros sintéticos 


As FEQs baseadas em polímeros sintéticos apresentam as interações m-r, estéricas e 
ligações de hidrogênio como mecanismo de reconhecimento quiral. 


A primeira FEQ formada por (+)-poli(trifenilmetilmetacrilato), hoje com o nome comercial 
de Chiralpak® OT(+), foi sintetizada através de uma catálise assimétrica aniônica adsorvendo 
esse polímero helicoidal quiral em sílica gel macroporosa. 

A FEQ preparada com poli(N-acriloil-(S)-fenilalanina etil éster) ligada à sílica por copolime- 
rização também é outra importante fase quiral polimérica. Outras FEQs utilizadas atualmente 
são preparadas com O,O-diarilol-N,N~-dialil-/-tartardiamida ligados de forma covalente à 
sílica gel funcionalizada. Os monômeros de tartarato de O,O-bis(3,5-dimetilbenzoil)-N,N- 
dialil-/-diamida (Kromasil® CHI-DMB) e tartarato de O,O’-bis(4-(tert-butil)benzoil)-N, N-dialil-/- 
-diamida (Kromasilº CHI-TBB) empregados no modo normal têm demonstrado boa eficiência 
na resolução de diversos compostos quirais. 


Mais recentemente, FEQs preparadas com os monômeros trans-1,2-ciclo-hexanodiil-bis- 
-acrilamida (P-CAP®), N,N -[(1R,2A)-1,2-difenil-1,2-etanodil]bis-2-propenamida (P-CAP-DP®) 
e trans-9,10-di-hidro-9, 10-etanoantraceno-(11S,12S)-11,12-acido dicarboxilico bis-4-vinilfeni- 
lamida (DEAVB) estão sendo sintetizadas e empregadas na separação de diversos compos- 
tos quirais nos modos normal e polar orgânico. 





Fases estacionárias quirais baseadas em polímeros impressos 
molecularmente 


As FEQs baseadas em polímeros impressos molecularmente necessitam de moléculas 
modelos para serem sintetizadas, ou seja, um dos enantiômeros da mistura que se deseja 
resolver. Isso possibilita a criação de sítios de interações estereoquímicas entre o seletor e o 
fármaco de interesse. Uma vez sintetizada, a cavidade quiral dos polímeros impressos mo- 
lecularmente (MIPs, molecular imprinted polymers) tem tamanho, forma e arranjo dos grupos 
funcionais complementares ao da molécula modelo. Dessa forma, esses polímeros atuam 
como sítios de ligação altamente específicos, o que permite prognosticar a ordem de eluição 
dos enantiômeros, diferentemente dos demais tipos de FEQs. 


As FEQs de MIPs são bastante eficientes na separação de misturas racêmicas que tiveram 
um de seus enantiômeros utilizados como modelos, porém, ao se tentar resolver misturas 
enantioméricas de compostos análogos ocorre diminuição no fator de retenção e, consequen- 
temente, na resolução cromatográfica. 


Em comparação com as outras FEQs acima mencionadas, os MIPs possuem baixa efici- 
ência devido a problemas de transferência de massa e heterogeneidade dos sítios de inte- 
ração, causando bandas largas e assimétricas. Além disso, apresentam baixa capacidade 
de carga e baixo número de pratos teóricos. Contudo, devido ao baixo custo de síntese e 
ao fácil preparo dessas colunas, muitos métodos têm sido desenvolvidos para a resolução 
quiral de diferentes compostos: aminoácidos, peptídeos, efedrina, naproxeno, propanolol e 
timolol. 


Vantagens e desvantagens do emprego de CLAE com FEQs 


As análises quirais com FEQs apresentam várias vantagens em relação às outras técni- 
cas: (i) possibilidade de obtenção dos enantiômeros puros sem subsequente tratamento; (ii) 
ocorrência de racemização desprezível, uma vez que as separações não ocorrem em altas 
temperaturas como, por exemplo, na cromatografia gasosa; (iii) alta robustez; (iv) grande 
versatilidade, uma vez que existe a disponibilidade de diferentes tipos de colunas quirais. 
Em contrapartida, a maior desvantagem desse tipo de análise é o custo das colunas, que 
custam cerca de quatro vezes o valor de colunas convencionais para CLAE. Além disso, 
essa técnica apresenta grandes gastos de solventes orgânicos, pois a maioria dos métodos 
é realizada no modo normal. A Tabela 10.1 apresenta as FEQs mais comumente empregadas 
em separações. 


Aplicações 


O uso de CLAE com FEQs tem crescido muito e está sendo bastante utilizado na indústria 
farmacêutica no controle de qualidade de fármacos quirais. Dessa forma, têm surgido na 
literatura muitos métodos para analisar fármacos quirais em preparações farmacêuticas. A 
Tabela 10.2 apresenta alguns exemplos de fármacos quirais em preparações farmacêuticas 
separados por CLAE com FEQs. Além disso, a CLAE tem sido empregada em escala prepa- 
rativa para separar grandes quantidades de racematos, o que tem sido de muita utilidade na 
descoberta de novos agentes terapêuticos enantiomericamente puros. 
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Classes de FEQs Seletor Quiral 


Derivados de polissacarideos imobilizados 


Nome Comercial 


Fabricante 



















































































Amilose Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) Chiralpak IA!ab Daicel 
Celulose Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato)  Chiralpak IB!a» Daicel 
Polissacarídeos 
Amylose Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato)  Chiralpak AD32», Daicel 
Chiralpak AD-H'ab, 
Chiralpak AD-RH'° 
Tris [(S)-a-feniletilcarbamato] Chiralpak AStab, Daicel 
Chiralpak AS-Htab, 
Chiralpak AS-RH'2° 
Cellulose Triacetato (microcristalino) Chiralcel CA-1"22 Daicel 
Triacetato Chiralcel OA Daicel 
Tribenzoato Chiralcel OB Daicel 
Tris (fenilcarbamato) Chiralcel OC%a Daicel 
Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato)  Chiralcel OD%*°, Chiralcel Daicel 
OD-H'°, Chiralcel OD-R®:, 
Chiralcel OD-RH'#° 
Tris (4-clorofenilcarbamato) Chiralcel OF Daicel 
Tris (4-metilfenilcarbamato) Chiralcel OG? Daicel 
Tris (4-metilbenzoato) Chiralcel OJ**°, Chiralcel Daicel 
OJ-Htab, Chiralcel OJ-RH'2° 
Tricinamato OK? Daicel 
Eter Coroa (S)-18-coroa-6-éter Crownpak CR (+)!:2° Daicel 
(R)-18-coroa-6-éter Crownpak CR (-)tab Daicel 
Troca de N,N-dioctil-L-alanine Chiralpak MA (+)°4 Daicel 
Ligantes ; : 
Complexo de cobre Chiralpak WHº Daicel 
L-hidroxiprolina / Chiral 114 Macherey- 
Cu?* complexos Nagel 
Polimetacrilato  Poli(difenil-2- Chiralpak OP (+)%2° Daicel 
piridilmetilmetacrilate 
Poli(trifenilmetilmetacrilato Chiralpak OT (+)ºa» Daicel 
Troca aniônica | O-9-(tert-butilcarbamoil) Chiralpak QD-AX!a»b Daicel 
quinidina 
O-9-(tert-butilcarbamoil) quinina = Chiralpak QN-AX'!ab Daicel 
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Classes de FEQs Seletor Quiral Nome Comercial Fabricante 
Ciclodextrinas  B-ciclodextrina Nucleodex B-OH"? Macherey- 
Nagel 
Chiradex Merck 
Cyclobond | 2000ta Astec 
y-ciclodextrina Cyclobond Ilta Astec 
a-ciclodextrina permetilada Nucleodex a-PM!a Macherey- 
Nagel 
B-ciclodextrina permetilada Nucleodex B-PM"2 Macherey- 
Nagel 
y-ciclodextrina permetilada Nucleodex y-PM!a Macherey- 
Nagel 
B-ciclodextrina fenilcarbamato Ultron ES-PhCD'a Shinwa Chem. 
Ind. 
B-ciclodextrina acetilada Cyclobond | 2000 Ac'!a Astec 
éter R,S-hidroxipropil Cyclobond | 2000 RSP" Astec 
B-ciclodextrina 
B-ciclodextrina 3,5-dimetilfenil Cyclobond | 2000 DMP'# Astec 
carbamato 
Proteinas Soro Albumina Bovina Resolvosil BSA-722 Macherey- 
Nagel 
Ultron ES-BSA' Shinwa Chem. 
Ind. 
Ovomucoide Ultron ES-OVM!Sab Shinwa Chem. 
Ind. 
Pepsina Ultron ES-Pepsin'? Shinwa Chem. 
Ind. 
a,-glicoproteina ácida Chiral-AGP'!ab Chromtecth, 
Astec 
Celobiohidrolase Chiral-CBH'ab Chromtecth, 
Astec 
Soro Albumina Humana Chiral-HAS! ab Chromtecth, 
Astec 
Avidina Bioptic AV-1!a GL Sciences 
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Tabela 10.1. 
Classes de FEQs Seletor Quiral Nome Comercial Fabricante 
Tipo Pirkle Fosfato de dimetil N-3,5-dinitro-  (R)-a-Burke 212», Regis 
benzoil-amino-2,2-dimetil- (S)-a-Burke 2tab Technologies 
4-pentenil 
3,5-dinitrobenzoil fenilglicina D-Phenylglycine'°, Regis 
L-Phenylglycine'° Technologies 
(3R,4R)-4-(3,5- (S,S)-Whelk-0 1132, Regis 
dinitrobenzamido)-1,2,3,4- (S,S)-Whelk-02"3#», Technologies 
tetrahidrofenantreno 
(3S,4S)-4-(3,5- (R,R)-Whelk-O 11320, Regis 
dinitrobenzamido)-1,2,3,4- (R,R)-Whelk-O213ab Technologies 
tetrahidrofenantreno 
N-3,5-dinitrobenzoil-3-amino- (R,R)-B-GEM 112, Regis 
3-fenil-2-(1, 1-dimetiletil)- (S,S)- B-GEM 112 Technologies 
propanoato 
3,5-dinitrobenzoil derivados do (R,R)-DACH-DNB!3ab Regis 
1,2-diaminociclohexano (S,S)-DACH-DNB! ab Technologies 
3,5-dinitrobenzoil leucina L-Leucine'?, D-Leucine"a Regis 
Technologies 
3,5-dintrobenzoil derivados do (S,S)-ULMO! Sab, Regis 
difeniletilenodiamina (R,R)-ULMO! Sab Technologies 
Estrutura B-lactamica (3R,4S)-Pirkle 1-J'2, Regis 
(3S,4R)-Pirkle 1-Jt2 Technologies 
N-(3,5-dinitrobenzoil)-D- Chiral 212 Macherey- 
fenilglicina Nagel 
N-(3,5-dinitrobenzoil)-L- Chiral 314 Macherey- 
fenilglicina Nagel 
Antibióticos Vancomicina Chirobiotic Visa, Astec 
Macrocíclicos Chirobiotic V213b 
Teicoplanina Chirobiotic Tiss Astec 
Chirobiotic T212b, 
Chirobiotic TAG (aglicone)'@ 
Ristocetina Chirobiotic Rt3a Astec 


O: Tamanho de partícula: 3 um; 1: Tamanho de partícula: 5 um; 2: Tamanho de partícula: 7 m; 3: Tamanho de 
partícula: 10 um. 

a: Analítica; b: Semipreparativa/Preparativa 

Para maiores informações sobre colunas quirais acessar os seguintes endereços: http://www.mn-net.com/; 
http:/Avww.chiraltech.com/; http://www.registech.com/; http://shinwa-cpc.co.jp/eng/index.html/; http://www. 
chromtech.se/; http://www .glsciences.comy; http://Awww.sigmaaldrich.com 
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Farmacos Seletor Quiral Principais condições Referéncia 
CLAE 
omeprazol Chiralpak AD Modo normal, hexano: etanol (40: 60, v/v), vazão Bonato e 
de 0,7 mL/min e detecção UV em 302 nm Paias, 2004 
bisoprolol Chirobiotic T Modo polar-iônico, metanol: acido acético Hefnawy et 
glacial-trietilamina (100: 0.020: 0.025, al., 2006 
v/v/v), vazão de 1,5 mL/min e detecção por 
fluorescência em excitação/emissão 275/305 nm 
tioridazina ChiraDex Modo reverso, 0.05 M tampão fosfato pH 6.5 Bhushan e 
-acetonitrila (50: 50, v/v), vazão de 1 mL/min e Gupta, 2006 
detecção em 280 nm 
atropina Chiral AGP Modo reverso, tampão fosfato (10 mM ácido Soares et al., 
1-octanosulf6nico sal sódico e 7.5 mM 2009 
trietilamina e pH ajustado para 7.0 com ácido 
ortofosfórico)- acetonitrila (99: 1, v/v), vazão de 
0.6 mL/min e detecção UV em 205 nm 
CG 
ibuprofen Chirasil-Dex Temperatura do injetor 230 °C, temperatura do Cretu et al., 
(dimetil-p- forno foi mantida a 100 °C por 1 min e depois 2005 
ciclodextrina) da injeção a temperatura foi programada de 
10 °C/min até 180 °C que permaneceu por 2 
min, e então subiu 4 °C/min até 200 °C, o qual 
permaneceu por 10 min e finalmente subiu 10 °C/ 
min até 230 °C que permaneceu por 21 min. O 
tempo total de programação foi de 50 min 
CFS 
omeprazol Chiralpak AD Pressão de 20 MPa, vazão de 2 mL/min, Toribio et al., 
temperatura de 35 °C e dois diferentes 2006 
modificadores: 25% de etanol ou 25% 2-propanol 
e detecção de 285 nm 
miconazol, Chiralpak AD Pressão de 20 MPa, vazão de 2 mL/min, Toribio et al., 
econazol, temperatura de 35 °C usando metanol como 2007 
sulconazol e modificador 
itraconazol 
flurbiprofeno  Chiralpak AD-H Vazão de 1 emº/min, vazão do modificador Wenda et al., 
(metanol, etanol ou 2-propranol) 0,07 cm%/min, 2009 
pressão 120 bar, temperatura da coluna de 
30 °C, detecção UV em 220 nm 
precursor da Chiralpak AD Fase móvel CO»: 2-propanol (90.5: 9.5, v/v), Su et al., 
trans-(-)- pressão: 15 MPa, temperatura de 308.15 K, 2009 
paroxetina vazão de 2 mL/min e detecção de 220 nm 
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Farmacos Seletor Quiral Principais condições Referéncia 

EC 

Baclofeno S-p- Capilar 50.2 cm x 50 um (d.i.), 25 mM tampão Vaccher et 
ciclodextrina fosfato pH 2,5 contendo 3% (m/v) de S-p- al., 2004 
(altamente ciclodextrina e campo aplicado de 0,40 kV/cm 
sulfatada) 

amlodipino hidroxipropil- Tampão 100 mM fosfato pH 3 contendo 5 mM Fakhari et al., 
a-CD hidroxipropil-a-CD 2008 

epinefrina e carboxietil- Tampão 100 mM tris-fosfato pH 5, voltagem de Castro- 

norepinefrina B-CD 30 kV e temperatura de 15 °C Puyana et 
(CE-B-CD)- al., 2009 

ofloxacino e B-ciclodextrina Solução de 50mM H,PO, e 1M tris pH 1.85 Al Azzam et 

ornidazol sulfatada contendo 30 mg/mL de B-ciclodextrina sulfatada, al., 2010 
(S-B-CD) detecção em 230 nm, temperatura de 25 °C e 


voltagem de 18 kV, polaridade reversa e injeção 
hidrodinâmica por 15 seg 


SEPARAÇÃO QUIRAL POR CG* 


Apesar de atualmente não ser muito utilizada, a CG também é uma técnica bastante impor- 
tante em separações quirais. Ultimamente, a maior estabilidade e os avanços significativos na 
tecnologia de fabricação dos capilares das FEQs têm levado essa técnica a ser mais emprega- 
da. Alta resolução, maior eficiência da coluna e simplicidade na composição da fase móvel são 
algumas vantagens dessa técnica. Entretanto, a CG está restrita a compostos voláteis e está- 
veis a temperaturas elevadas ou àqueles que após derivação possuam essas características. 


As separações quirais por CG podem ser realizadas por métodos indiretos e diretos como 
discutido anteriormente, mas os métodos diretos são os mais empregados. As separações 
enantioméricas no modo direto por CG foram introduzidas por volta de 1960, quando Gil-Av e 
col. estudaram os derivados de aminoácidos e dipeptídeos, como por exemplo lauril éster de 
N-trifluoracetil-L-isoleucina, como seletores quirais. 


As FEQs de CG têm sido divididas em três categorias de acordo com a interação do 
seletor quiral e o analito: (i) ligações de hidrogênio; (ii) coordenação e (iii) inclusão. A sepa- 
ração via ligações de hidrogênio ocorre em FEQs baseadas em derivados não racêmicos de 
aminoácidos como, por exemplo, Chiralsil-Val, em que Val representa o aminoácido valina. 
Recentemente, várias FEQs baseadas em derivados da prolina têm sido desenvolvidas. As 
separações quirais por complexação ocorrem quando se empregam compostos metálicos 
quirais não racêmicos. Vários tipos de metais podem ser usados nesse tipo de colunas, como 
níquel, manganês, zinco, prata, entre outros (Chiralsil-Metal). O mecanismo de separação 
quiral via mecanismos de inclusão ocorre quando se faz uso de derivados de CDs (Chiralsil- 
Dex). A maioria das separações quirais por CG usam colunas baseadas em derivados de 
CDs. Atualmente, existem mais de 50 derivados de diferentes CDs que têm sido empregados 
em separações quirais. 





*Para mais informações sobre separações quirais por CG, pesquisar em Schurig V. Chiral separations 
using gas chromatography. Trends Anal. Chem. 21: 647-61, 2002. 





Vantagens e desvantagens do emprego de CG 


Hoje em dia, a CG não é muito usada na análise quiral de fármacos principalmente de- 
vido à ocorrência de racemização dos enantiômeros em altas temperaturas. Além disso, 
essa técnica permite a análise de somente fármacos voláteis naturalmente ou fármacos 
que se tornam voláteis após derivação e não é empregada em escala preparativa. Apesar 
dessas desvantagens, a CG é uma boa escolha para análises em que se tem pouca 
quantidade de amostra, uma vez que a quantidade injetada é pequena. Essa técnica não 
apresenta consumo de solventes orgânicos, o que faz dela uma técnica ambientalmente 
mais correta. 


Aplicações da CG 


As separações quirais são aplicadas em diferentes campos como, por exemplo, amostras 
ambientais, produtos naturais, óleos essenciais e fragâncias, bebidas alcoólicas, estudos far- 
macocinéticos e preparações farmacêuticas, entre outros. Alguns exemplos de separações 
quirais por CG com aplicações no controle de qualidade de fámacos estão apresentados na 
Tabela 10.2. 


SEPARAÇÃO QUIRAL POR CFS* 


Embora a CFS não seja uma nova técnica, as duas últimas décadas têm sido um período 
de notável crescimento e aceitação e parece que muito deste interesse renovado pela CFS 
pode ser atribuído à sua aplicação em separações enantioméricas. Como descrito anterior- 
mente, a CFS pode ser realizada por método direto (colunas quirais) ou métodos indiretos 
(aditivos quirais na fase móvel e coluna convencional). 


A separação dos enantiômeros do óxido de fosfina em colunas empacotadas deu início ao 
crescimento das separações quirais por CFS. Em alguns laboratórios, a CFS é a técnica de 
escolha para a separação enantiosseletiva. 


A maioria das separações enantiosseletivas por CFS foram realizadas em colunas em- 
pacotadas, mas as colunas tubulares abertas e as capilares também têm tido suas aplica- 
ções. A popularidade de colunas empacotadas pode ser atribuída ao fato de que muitas 
das FEQs já tinham sido desenvolvidas para CLAE e, com exceção das FEQs a base de 
éter coroa e de proteínas, podem ser empregadas em CFS. Várias FEQs do mesmo tipo 
ou combinações de diferentes FEQs podem ser acopladas em série para se conseguir a 
seletividade desejada. O acoplamento de colunas quirais e aquirais pode ser necessário 
quando houver necessidade de separar os enantiômeros de interesse de outros constituin- 
tes da amostra. 


Atualmente, existem mais de 100 FEQs disponíveis comercialmente, e a maioria dos sele- 
tores quirais usados na CG ou CLAE, tais como polissacarídeos, antibióticos macrocíclicos, 
entre outros, também tem sido empregada em separações por CFS. 


Apesar de não serem largamente utilizados, os aditivos quirais adicionados à fase móvel 
junto com colunas convencionais também têm sido empregados para se obter separações 
quirais. Gyllenhaal & Karlsson utilizaram o ácido L-(+)-tartárico como aditivo quiral para a 
separação enantiomérica de amino-álcool, e demonstraram sua aplicação na determinação 
da pureza enantiomérica do (S)-metoprolol. 





*Para mais informações sobre separações quirais por SFC, pesquisar em Petersson P, Markides KE. 
Chiral separations performed chromatography. J. Chromatogr. A 666: 381-394, 1994. 








Vantagens e desvantagens do emprego de CFS 


A CFS tem ampla aplicação na análise de produtos farmacêuticos e de separações enan- 
tioméricas em geral. Existem muitas vantagens quando se emprega a CFS, dentre elas se 
destacam: (i) separações eficientes com curto tempo de análise devido à alta permeabilidade 
e à baixa viscosidade da fase móvel; (ii) baixo custo devido ao baixo custo da fase móvel 
(geralmente CO,), comparado aos solventes orgânicos empregados na CLAE; (iii) alto poder 
de resolução a baixa temperatura quando comparado com CG e (iv) grande utilidade quando 
é necessário trabalhar em escala semipreparativa ou preparativa, uma vez que a fase móvel 
pode ser facilmente removida. A maior desvantagem dessa técnica é sua dificuldade para 
analisar moléculas altamente polares. 


Aplicações 


O interesse em separações quirais empregando CFS tem aumentado nos últimos anos, 
uma vez que pode ser aplicado em escala analítica e preparativa. Até agora a CFS tem sido 
aplicada a uma grande variedade de compostos, incluindo produtos naturais, alimentos, 
medicamentos, pesticidas, herbicidas, combustíveis surfactantes, polímeros e aditivos para 
polímeros, fósseis, petróleo, explosivos e propelentes. Algumas aplicações no controle de 
qualidade de medicamentos empregando a CFS estão na Tabela 10.2. 


SEPARAÇÃO QUIRAL POR ELETROFORESE CAPILAR 


A enantiosseparação na EC não é baseada nas diferentes densidades de carga do analito, 
pois os enantiômeros de um composto quiral possuem a mesma densidade de carga. Dessa 
forma, os enantiômeros não podem ser diferenciados pela mobilidade eletroforética ou pelo 
EOF, sendo necessária a adição de um seletor quiral à solução de eletrólitos. Os seletores 
quirais mais utilizados em CE são as ciclodextrinas (CDs), éteres coroa, polissacarídeos, pro- 
teínas, sais biliares, antibióticos macrocíclicos. 


As CDs e seus derivados são excepcionalmente seletivos para os compostos quirais. 
Estima-se que quase 85% das separações enantioméricas em CE são obtidas pelo uso 
de CDs. 


Os analitos de caráter básico ou ácido sofrem influência do pH da solução-tampão e esse 
parâmetro é importante para se obter uma melhor eficiência na resolução, uma vez que o grau 
de ionização dos analitos afeta a capacidade de complexação com o seletor quiral. Além 
disso, quando se aumenta a concentração de CD, aumenta-se a probabilidade de interações, 
mas existe uma concentração ótima para a resolução quiral e se esta for ultrapassada pode 
ocorrer perda de resolução. 





O uso de solventes orgânicos pode competir com os analitos pela formação de com- 
plexos de inclusão, mas vários sistemas de soluções-tampão e modificadores orgânicos (p. 
ex., metanol e acetonitrila) têm sido usados para melhorar a separação pela modificação do 
equilíbrio secundário ou pela alteração do EOF. A separação é afetada em decorrência da 
diminuição da condutividade, além de dissolver compostos hidrofóbicos e alterar a constante 
de equilíbrio, diminuindo a afinidade dos enantiômeros pela CD. 


Segundo Rogan & Altria, a temperatura interfere nas separações com CDs, pois afeta 
a cinética de transferência de massa do complexo analito-CD. O poder de discriminação 
quiral da CDs pode ser modificado por derivação química com a introdução de radicais sem 
carga, por exemplo metil, hidroxietil, hidroxipropil e acetil. Esses radicais podem aumentar o 
tamanho da cavidade, facilitando a complexação e melhorando a solubilidade da CD. Alguns 





radicais com carga também são usados, tais como: carboxil, fosfato, alquilsulfato, metilamino 
e outros. Da mesma forma, esses grupos alteram as dimensões da cavidade e, além disso, 
podem promover interações coulômbicas. 


A B-CD, uma das mais utilizadas para derivação, possui 21 grupos hidroxilas que podem 
ser modificados pela substituição do átomo de hidrogênio ou do grupo hidroxila. Dessa forma, 
o grau de substituição e a concentração das CDs podem determinar a separação quiral. Além 
das ciclodextrinas nativas (a, B e y), os derivados da B-CD mais utilizados em separações 
quirais em EC e que estão disponíveis comercialmente são, principalmente, 2-hidroxipropil- 
-B-CD (HP--CD), (2,3,6-tri-orto-metil)-B-CD (TM-B-CD), (2,6-di-orto-metil)-B-CD (DM-B-CD) e os 
carregados, como a carboximetil B-CD (CM-B-CD), a sulfobutiléter-B-CD (SBE-B-CD) e a B-CD 
sulfatada (S-B-CD). 


Vantagens e desvantagens do emprego da EG 


Entre as vantagens do emprego da EC estão a simplicidade e aplicabilidade dessa técnica 
em diferentes tipos de compostos. Além disso, a EC possui alto poder de resolução e efici- 
ência em curtos tempos de análise. Existem vários tipos de seletores quirais que possibilitam 
aplicações em diferentes campos de pesquisa. Entre as desvantagens dessa técnica estão a 
baixa sensibilidade, devido ao baixo volume de injeção e, também, baixa precisão de injeção 
comparada a CLAE e CG. 


Aplicações 


A EC é uma técnica muito versátil e pode ser empregada nos mais variados campos 
de pesquisa. Muitas aplicações quirais empregando a EC têm sido relatadas na literatura, 
dentre elas estão estudos farmacocinéticos, análise forense, estudos de metabolismo, testes 
de pureza enantiomérica, controle de qualidade de medicamentos, estudos de estabilidade, 
entre outros. Alguns exemplos estão descritos na Tabela 10.2. 


CONCLUSÕES 


Ao longo dos últimos anos, a análise quiral está apresentando grande crescimento e, na 
literatura, já existem muitos métodos quirais com exatidão, precisão e rapidez desejáveis. 
Atualmente, muitas técnicas estão disponíveis e a sua escolha depende principalmente das 
características físico-químicas dos fármacos e aplicação desejada. Dentre essas técnicas, 
a CLAE empregando FEQs é a mais utilizada tanto em escala analítica quanto preparativa. 
Entretanto, o emprego da CFS em escala preparativa tem sido bastante utilizado. Na escala 
analítica, a EC também está sendo bastante utilizada, uma vez que apresenta alta versatili- 
dade, baixo consumo de solventes e de amostras. Finalmente, apesar de nenhuma destas 
técnicas apresentadas serem ideais, cada uma apresenta suas vantagens e desvantagens, 
o que faz com que o conhecimento sobre cada uma delas seja extremamente importante 
durante o desenvolvimento de métodos analíticos quirais. 
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Estudo de caso 


Determinação enantiosseletiva de cis-cetoconazol por cromatografia líquida de 
alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (HPLC/DAD) 


Equipamento: 


Sistema para cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos 
(HPLC/DAD). 


Materiais e reagentes: 


Padrão analítico de cetoconazol; metanol grau HPLC; etanol grau HPLC; água do tipo 1; 
balão volumétrico de 50,00 mL (1); balão volumétrico de 5,00 mL (4); pipeta graduada de 
5,00 mL (1); pipeta de Pauster (1); béquer de 50 mL (1); pera de borracha (1); recipiente 
para acomodação das amostras (vials) 1,5 mL (5). 


Coluna cromatográfica: 
Chiralpak® IA (150 mm x 4,6 mm, 3 um). 


Procedimento experimental: 


Amostra de cetoconazol 1 mg mL”!: Pesar 50 mg do padrão analítico de cetoconazol, 
dissolver em metanol em um balão volumétrico de 50,00 mL. 

Solução intermediárias com 1 mg mL" de cetoconazol: A partir da solução estoque de 
cetoconazol, obter uma curva analítica preparando 5 mL das seguintes soluções-padrão 
0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mg mL" de cetoconazol em metanol utilizando os balões volumétricos 
de 5,00 mL. Em seguida, a solução será transferida para os vials (frascos próprios para o 
PLC), 


Medições: Empregando a solução de 0,6 mg mL", avaliar o efeito da variação da vazão 
(0,8; 1,0 e 1,2 mL/min), variação da temperatura (15, 20, 25 °C) e variação da composição 
da fase móvel (100% etanol; 90% etanol e 10% água; 80% etanol e 20% água; 70% etanol 
e 30% água). 

Construir a curva analítica com os valores da área dos picos obtidos para cada concen- 
tração, utilizando os seguintes parâmetros: vazão 1,0 mL min“, temperatura 20 °C e fase 
móvel 100% etanol. 


Questões: 
1. Qual o tipo de seletor quiral da coluna empregada na separação? 


Resposta: É uma fase estacionária quiral baseada em polissacarídeos imobilizada cova- 
lentemente com o seletor quiral 3,5-dimetilfenillcarbamato de amilose. 


2. O que é uma molécula quiral? Onde está o carbono quiral do cetoconazol? 


Resposta: Moléculas quirais são compostos que possuem imagem semelhante no espe- 
lho, mas não são sobreponiveis. A seguir, a molécula de cetoconazol! com os carbonos 
quirais indicados (Figura 1). 


3. Para que serve o cetoconazol? Quais suas principais atividades? 
Resposta: Cetoconazol é uma substância pertencente ao grupo dos azóis, ou seja, é 
um fármaco antimicótico ou antifúngico. Ele é comercializado como racemato da mistura 
cis-cetoconazo! com as configurações (+)-(2R,4S)-cetoconazol e (-)-(28,4R)-cetoconazol. 








GIMEN Estrutura molecular do cetoconazol 
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H Cl 


. “centro quiral. 


4. Discutir a influência da temperatura, composição da fase móvel e vazão na resolução dos 


cis-enantiômeros do cetoconazol. 


Resposta: Primeiramente, avaliou-se a temperatura. Os cromatogramas estão representa- 


dos a seguir (Figura 2). 


Hora: 19.7693 minutos - Amplitude: - mAU Hora: 1: 


8.3844 minutos - Amplitude: - mAU Hora: 19.8841 minutos - Amplitude: - mAU 






































700 — 700 — 700 
600 600 600 
500 500 500 
400 _ 400 = 400 
=z =z x 
= a E 300 E 300 
200 | 200 200 
100 | 100 100 
0 A 0 OL 
[o TO OSC © e w. 
minutos minutos minutos 
15°C 20 °C 25°C 


GIEEJ Influência da variação da temperatura na resolução dos cis-enantiômeros do cetoconazol. 


A diminuição da temperatura melhorou a separação quiral, apesar de ter aumentado o 


tempo de análise. 


A avalição da composição da fase móvel está representada na Figura 3. 


A adição de água na fase móvel não melhorou a resolução dos enantiômeros, além disso 
houve um aumento no tempo de retenção dos analitos. Dessa forma, a fase móvel com- 
posta por 100% de etanol apresentou os melhores resultados. 


A influência da vazão da fase móvel na resolução dos cis-enantiômeros do cetoconazol 


está representada na Figura 4. 


A vazão da fase móvel não influencia na resolução dos enantiômeros, porém o aumento da 


vazão diminui o tempo de análise. 





Hora: 19.5439 minutos - Amplitude: - mAU 


Hora: 19.7475 minutos - Amplitude: - mAU 





























Hora: 19.8841 minutos - Amplitude: - mAU 


Hora: 19.4074 minutos - Amplitude: - mAU 
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GETIAER Influência da variação da composição da fase móvel na resolução dos enantiômeros do 
cetoconazol. 


Hora: 19.4074 minutos - Amplitude: - mAU Hora: 19.6109 minutos - Amplitude: - mAU Hora: 19.8171 minutos - Amplitude: - mAU 
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GITZEN Influência da variação da vazão na resolução dos cis-enantiômeros do cetoconazol. 


5. Construir a curva de calibração concentração x área. 


Resposta: Para construir a curva de calibração foram realizados experimentos com dife- 
rentes concentrações de cetoconazol, obtendo diversos cromatogramas (Figura 5). 


Para a construção da curva de calibração foram utilizados os valores apresentados na 


Tabela 1. 


Com isso foram construídas as curvas analíticas para cada enantiômero (Figuras 6 e 7). 
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GIEN Variação da concentração de cis-cetoconazol. 























Tabela 1. 
Concentração (+)-(2R,48)-cetoconazol (-)-(25,4A)-cetoconazol 
(mg mL") Area do pico Area do pico 
1,0 28.246.043 28.503.777 
0,8 23.448.864 23.399.440 
0,6 17.450.594 17,537,381 
0,4 12.064.449 11.976.006 
0,2 4.379.160 4.389.075 
35.000.000 + 
30.000.000 + eS EN 
25.000.000 + 
5 20.000.000 + 
“< 15.000.000 + 
10.000.000 + 
5.000.000 -7 
0 T T T T T l 
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12 
Concentração/mg/mL 


Getter Curva analítica para o (+)-(2R,4S)-cetoconazol. 
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Curva analítica para (-)-(28,4R)-cetoconazol. 
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para Uso Farmacéutico 
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OBJETIVOS DE APRENDIZAGEM 


Neste capítulo, o leitor encontrará, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre os di- 
ferentes tipos de classificação de água para uso farmacêutico, os sistemas de purificação 
envolvidos e o controle de qualidade que deve ser realizado para garantir a qualidade da 
água que é empregada no preparo de medicamentos. 


INTRODUÇÃO 


A água é amplamente utilizada como matéria-prima, ingrediente e solvente nos pro- 
cessos de formulação e produção de produtos farmacêuticos, princípios ativos e reagen- 
tes analíticos. Portanto, é de fundamental importância o controle de sua qualidade a fim 
de se garantir a qualidade apropriada dos diferentes tipos de água utilizados para fins 
farmacêuticos. 


Diante disso, destaca-se a importância de profissionais conhecedores dos processos de 
purificação e dos métodos de análise e que estejam capacitados para interpretar os resulta- 
dos e solucionar problemas relacionados aos desvios da qualidade da água. Este capítulo 
tem como objetivo oferecer subsídios para a realização dos testes físico-químicos e microbio- 
lógicos da água, além de fornecer informações que auxiliem na interpretação e na avaliação 
crítica dos resultados. 

Primeiramente, é feita uma abordagem sobre os sistemas mais comumente empregados 
nos processos de purificação e sobre os diferentes tipos de água de acordo com os diferen- 
tes graus de pureza e suas especificações. 





Em seguida, é apresentada a descrição dos métodos farmacopeicos preconizados para a 
determinação da condutividade, carbono orgânico total (COT), limites microbianos, pesquisa 
de microrganismos específicos e de endotoxinas bacterianas. Todas as informações contidas 
neste capítulo foram retiradas de referências técnico-científicas em concordância com a le- 
gislação vigente no Brasil. 


Entretanto, é imprescindível realizar a consulta sobre as atualizações das legislações na- 
cionais e tendências mundiais publicadas em guias internacionais. 


SISTEMAS DE PURIFICAÇÃO DE ÁGUA 


Durante o ciclo da água na natureza, a água entra em contato com inúmeros contami- 
nantes químicos e microbiológicos que podem ser extraídos de superfícies ou absorvidos de 
gases da atmosfera e carregados durante seu percurso. Dentre todos os contaminantes, o 
controle dos contaminantes microbiológicos como bactérias, enterovírus e cistos de protozo- 
ários representa um grande desafio à qualidade da água. 


Outro importante exemplo de origem de contaminação das águas é o fenômeno de eutro- 
fização de lagos e reservatórios que ocorre devido ao excesso de nutrientes na água. Esse 
fenômeno é caracterizado pela presença excessiva de algas e de um grupo de bactérias 
fotossintéticas, as cianobactérias, também conhecidas como algas azuis. Algumas espécies 
de cianobactérias produzem toxinas hepatotóxicas, neurotóxicas ou causadoras de irritações 
de pele que representam riscos significativos à saúde humana. 


Devido à presença de diversos contaminantes, para que a água dos mananciais atinja 
os padrões de potabilidade, isto é, para que possua parâmetros microbiológicos, físicos, 
químicos e radioativos que não ofereçam riscos à saúde humana, a água deve ser tratada nas 
estações de tratamento de água (ETA). 


A água para uso farmacêutico é obtida a partir da purificação da água potável, utilizando- 
-se diferentes tratamentos até que atinja os limites estabelecidos nos compêndios oficiais. 
Portanto, o usuário do sistema de purificação que será alimentado com a água potável tem 
a responsabilidade de realizar o controle e a manutenção de conformidade dos parâmetros 
de potabilidade da água de abastecimento. Os diversos sistemas de purificação a serem 
empregados (destilação, deionização, troca iônica, osmose reversa, dentre outros processos 
validados) devem ser escolhidos considerando-se a qualidade da água potável de entrada e 
o grau de pureza que se deseja obter no final do processo de purificação. 


Primeiramente são abordados os principais sistemas de purificação de água emprega- 
dos para a obtenção da água para uso farmacêutico, conforme descritos na Farmacopeia 
Brasileira e na Farmacopeia Americana (USP). 


Pré-filtração 


A pré-filtração é um processo utilizado nas etapas iniciais de purificação da água para a 
remoção das partículas maiores (entre 5 e 10 um) que poderiam danificar ou minimizar a vida 
útil dos sistemas de purificação empregados posteriormente. Geralmente são utilizados filtros 
de areia ou outros materiais que funcionam como barreiras capazes de impedir a passagem 
das impurezas de maior tamanho como sedimentos e sujidades. 


Adsorção por carvão vegetal ativado 


O carvão vegetal ativado possui a propriedade de adsorver compostos orgânicos de baixo 
peso molecular presentes na água. O cloro, dentre outros agentes oxidantes, é amplamente 








utilizado no tratamento da água com a finalidade de oxidação da matéria orgânica e redução 
da carga microbiana. No entanto, deve ser removido da água nas etapas de purificação 
utilizando-se o carvão vegetal ativado. 


Quando o cloro é adicionado à água ocorre a rápida formação do ácido hipocloroso (HCIO), 
também conhecido como cloro livre, que é o componente ativo responsável pela capacidade 
sanitária. Entretanto, vale ressaltar que podem ocorrer também reações dos agentes oxidan- 
tes com compostos orgânicos presentes na água com consequente formação de produtos 
indesejáveis como trihalometanos e cloraminas. As cloraminas, além de apresentarem o risco 
de liberação da amônia, podem danificar os sistemas de purificação, principalmente aqueles 
que utilizam membranas (ex: osmose reversa e ultrafiltração). 


É muito importante atentar para o fato de que a remoção dos agentes oxidantes da água 
e o acúmulo de compostos orgânicos no carvão vegetal propiciam o crescimento microbiano 
e a formação de biofilmes. 


Os biofilmes são considerados ecossistemas microbianos que compreendem diferentes 
espécies de linhagens microbianas em agregados que funcionam de forma eficiente na 
captação de nutrientes e na proteção das células contra os estresses ambientais hostis (ex: 
sanitizantes). Os biofilmes nos sistemas de água funcionam como reservatórios de microrga- 
nismos que são liberados esporadicamente na água levando a um aumento na contagem de 
bactérias heterotróficas. 


Portanto, deve ser realizada periodicamente a sanitização do carvão ativado utilizando-se 
água quente ou vapor, além da dosagem de cloraminas e a contagem microbiana da água 
após a passagem pelo carvão vegetal ativado. 


Abrandadores 


Os abrandadores são equipamentos utilizados para a remoção de cálcio e magnésio e 
outros cátions presentes em grandes quantidades principalmente na água “dura”, ou seja, 
água com elevadas concentrações de sais de cálcio e magnésio. No equipamento ocorre um 
processo de troca iônica, no qual os fons cálcio e magnésio presentes na água ficam retidos 
na resina de troca iônica e são substituídos por íons sódio liberados na água. A remoção dos 
fons cálcio e magnésio da água é de fundamental importância para evitar a deposição desses 
fons nos outros sistemas de purificação da água. 


As resinas de troca iônica devem ser regularmente substituídas ou tratadas para que não 
haja comprometimento da capacidade de retenção dos íons, além de serem adequadamente 
sanitizadas para evitar a proliferação de microrganismos. Altos valores de condutividade da 
água e formação de crostas nas tubulações e sistemas de purificação podem estar direta- 
mente relacionados com problemas nas resinas dos abrandadores. 


Deionização e eletrodeionização contínua 


A deionização e a eletrodeionização contínua são tecnologias que também empregam 
resinas de troca iônica específicas para cátions ou ânions para a remoção de sais inorgânicos 
dissolvidos na água. A resina catiônica fixa cátions, liberando íons H* e a aniônica fixa anions, 
liberando fons OH-. A água que sai das resinas deve ser constantemente analisada quanto 
à resistividade para avaliar a eficiência do processo de troca das resinas, e baseando-se 
nesses resultados deve ser realizada periodicamente a regeneração das resinas empregando 
soluções fortemente ácidas ou básicas. 


A deionização apresenta os inconvenientes de contaminação bacteriana e química. A con- 
taminação bacteriana pode ocorrer porque as resinas, especialmente as aniônicas, captam 





materiais orgânicos favorecendo o crescimento microbiano. Essa complicação é evitada 
com as regenerações frequentes, utilização da radiação UV e evitando-se a estagnação das 
águas. Quanto à contaminação química, ela decorre do fato de que no final do ciclo de utiliza- 
ção as resinas podem liberar os íons que estavam fixos. Daí, a necessidade de regeneração 
das resinas antes de sua saturação total. 


Caso o objetivo seja utilizar o efluente do deionizador na produção de água para injetáveis 
deve-se destinar a água que sai do eletrodeionizador para um sistema de destilação. 


Os sistemas de eletrodeionização contínua combinam resinas catiônicas e aniônicas com 
membranas semipermeáveis e a aplicação de um campo elétrico que promovem a remoção 
de íons de forma contínua. A grande vantagem desses sistemas é a regeneração contínua 
das resinas sem a necessidade de parada do sistema. 


Osmose reversa 


A osmose reversa é uma tecnologia de purificação baseada em membranas semipermeá- 
veis que, através da aplicação de pressão, reverte o fenômeno natural da osmose. Na osmose 
reversa, sob ação da pressão aplicada, a água presente em uma área de alta concentra- 
ção iônica é forçada através de uma membrana semipermeável para outra área de baixa 
concentração. A membrana semipermeável (poros de 2-5 angstroms) impede a passagem 
de solutos, fons, microrganismos e endotoxinas bacterianas suspensos na água, permitindo 
somente a passagem da água isenta de materiais em suspensão. 


Existem também sistemas de osmose reversa de duplo passo nos quais a água purificada 
que já passou por um primeiro sistema de osmose reversa alimenta outro grupo de membranas 
duplicando a purificação. O sistema de osmose reversa remove 90 a 99% dos contaminantes 
dependendo das condições empregadas como pH, pressão na membrana, temperatura, tipo 
do polímero da membrana e a construção dos cartuchos de osmose reversa. 


Um grande problema relacionado à utilização das membranas de osmose reversa é a 
formação de biofilmes e de incrustações provenientes de sais de cálcio, magnésio e outros. 
Destaca-se então a grande importância do emprego de sistemas de purificação que antece- 
dem a osmose reversa (filtros, carvão ativado, abrandadores, deionização) a fim de minimizar 
os danos às membranas. 


O biofilme na membrana aumenta a resistência ao transporte, reduz o fluxo permeado e 
aumenta a pressão no sistema. O biofilme se torna uma segunda membrana que participa do 
processo de separação. Além disso, microrganismos capazes de liberar enzimas presentes 
no biofilme podem causar danos à estrutura das membranas, o que pode permitir a passa- 
gem de microrganismos pela membrana não íntegra, resultando na contaminação da água e, 
consequentemente, do produto final. Outra desvantagem do uso das membranas de osmose 
é o fato das mesmas não suportarem sanitizações em altas temperaturas, o que obriga a 
utilização de sanitizantes químicos. Para isso, a membrana tem que ser removida do sistema 
de purificação para sua limpeza, o que possibilita a contaminação do sistema. Por esses 
motivos a destilação tem sido o processo mais indicado para a produção de água injetável 
quando comparado com a osmose reversa. 


Portanto, métodos de pré-tratamento da água efluente na osmose reversa, como o emprego 
de filtros e radiação UV, escolha adequada do material da membrana, higienização periódica 
e acompanhamento das pressões diferenciais e o controle da qualidade do efluente (conduti- 
vidade, níveis microbianos e carbono orgânico total - COT) devem ser realizados para garantir 
a qualidade da água para fins farmacêuticos. O desenvolvimento de sistemas de osmose 
reversa que operam de forma eficiente a temperaturas elevadas tem sido um fator importante 
para o controle microbiano e para a prevenção da formação de biofilmes. 











Ultrafiltração 


Os sistemas de ultrafiltração empregam membranas semipermeáveis que atuam princi- 
palmente por meio da separação mecânica. A ultrafiltração é empregada para a remoção de 
agentes pirogênicos e de outras substâncias orgânicas com peso molecular superior a 10.000 
daltons (Da). A capacidade de filtração das membranas reduz significativamente o nível de 
contaminação microbiológica e macromolecular, tais como as endotoxinas. 

A ultrafiltração pode ser empregada tanto em etapas intermediárias do processo de purifi- 
cação da água, como um pré-tratamento antes da osmose reversa, dependendo da qualida- 
de da água de alimentação, ou em uma etapa final para a remoção de endotoxinas da água. 
Assim como a osmose reversa, o sistema de ultrafiltragao requer cuidados principalmente 
para garantir a compatibilidade do material da membrana com agentes de desinfecção e para 
evitar a deposição de substâncias orgânicas, partículas e microrganismos. 


Filtração com carga eletrostática 


Esse processo consiste na utilização de membranas carregadas positivamente para a 
captura de endotoxinas de natureza elétrica negativa com a consequente redução da quan- 
tidade de endotoxinas na água. Cuidados devem ser tomados para evitar a saturação das 
membranas pelas endotoxinas retidas em suas superfícies, o que pode acarretar em perda 
da capacidade de retenção. 


Microfiltração 


A microfiltração é uma tecnologia empregada para a produção de água estéril. A água 
passa por membranas com microporos (tamanho de poro de 0,2 ou 0,22 um) capazes de 
reter microrganismos. 

No processo de validação desse sistema para fins de esterilização, a membrana deve ser 
capaz de reter uma suspensão de Brevundimonas diminuta a 1x10’ Unidades Formadoras 
de Colônia (UFC)/cm? de área filtrante e o filtrado deve se apresentar estéril frente ao teste 
de esterilidade. Se a membrana não for capaz de produzir uma água estéril após a filtração, 
a membrana só poderá ser empregada com a finalidade de redução da carga microbiana. 


Radiação ultravioleta (UV) 


A radiação UV pode ser usada para eliminar resíduos de ozônio na água, uma vez que 
a radiação catalisa a conversão de O, para O, e, principalmente, para a eliminação de mi- 
crorganismos. A radiação UV é absorvida por componentes moleculares e a excitação das 
moléculas leva ao rompimento de ligações insaturadas de estruturas essenciais para a vida 
atuando, portanto, como um agente biocida. 


O efeito da radiação ultravioleta depende do comprimento de onda a ser utilizado. Nos 
comprimentos de onda de 185 nm e 254 nm ocorre a oxidação e a redução de compostos 
orgânicos com o objetivo de atender os limites preconizados para a água purificada, água 
ultrapurificada e água para injetáveis. O tratamento da água com a radiação UV deve ser 
realizado no estágio final da purificação com a menor carga possível de contaminantes para 
que esses não interfiram na penetração da radiação UV. 

Quando o objetivo for a redução da carga microbiana nos diversos pontos de purificação 
da água, como, por exemplo, na entrada de sistemas de osmose reversa e membranas filtran- 
tes, utiliza-se o comprimento de onda de 254 nm. 

A presença de materiais dissolvidos na água pode dificultar a penetração da radiação 
nos microrganismos na água. Além desse fato, deve-se considerar a profundidade do leito de 
água, o fluxo da água e a potência da fonte de irradiação. 





Destilação 


A destilação é o método mais antigo reconhecido para a efetiva remoção de pirogênio da 
água. O processo de destilação da água resulta em um condensado estéril e livre de endotoxinas. 


Nesse processo a água é aquecida até chegar ao ponto de ebulição. O vapor de água 
formado entra em contato com as paredes frias de um condensador e a água retorna ao esta- 
do líquido sendo então recolhida. A destilação promove a purificação da água por diferença 
nas temperaturas de ebulição. A temperatura empregada no processo permite somente a 
ebulição da água enquanto impurezas, como sólidos e outros compostos, microrganismos e 
endotoxinas, permanecem na forma de resíduo na caldeira do destilador. 


Antes do processo de destilação deve ser feita uma avaliação da água potável de entrada 
para certificar que não estejam presentes na água compostos voláteis, gases e amônia que 
podem ser carreados juntamente com o vapor de água e contaminar o condensado final. 
Além disso, cuidados devem ser tomados para que não ocorra nenhum tipo de contaminação 
durante as etapas de armazenamento e distribuição da água após a destilação. 


DISTRIBUIÇÃO, SANITIZAÇÃO E ARMAZENAMENTO 


Os sistemas de armazenamento e distribuição da água devem ser configurados para evi- 
tar qualquer tipo de contaminação após o processo de purificação da água e ser monitorado 
para garantir que as especificações sejam cumpridas. 


Todos os materiais que entram em contato com a água devem ser adequadamente se- 
lecionados para evitar incompatibilidades, corrosões, deposição de microrganismos e de 
outros materiais. Adicionalmente, todos os equipamentos e materiais devem proporcionar 
o emprego de técnicas de sanitização (utilização de compostos halogenados, peróxido de 
hidrogênio, ozônio) sem que haja comprometimento da integridade do sistema. 


Os reservatórios a serem utilizados para o armazenamento da água devem apresentar 
características (aço inoxidável 316 L polido e rugosidade menor que 0,5 microRA — parâmetro 
rugosidade média — rougness average) para dificultar a aderência de resíduos, corrosão e a 
formação de biofilmes. A água deve ser mantida em recirculação constante e as primeiras 
porções de água produzidas por um sistema de purificação devem ser desprezadas. 


TIPOS DE ÁGUA 


A água para uso farmacêutico é classificada em diferentes tipos considerando seus pa- 
râmetros de qualidade. As aplicações farmacêuticas de cada tipo de água variam de acordo 
com a necessidade de pureza para cada finalidade. Na Farmacopeia Brasileira constam as 
monografias dos três principais tipos de água para uso farmacêutico: água purificada, água 
para injetáveis e a água ultrapurificada. Apesar de não possuírem monografias específicas, 
são comentadas também as aplicações e parâmetros de qualidade da água potável e da 
água reagente. 


Existem outros tipos de água classificados nas monografias oficiais da Farmacopeia 
Americana (USP) que podem ser classificadas basicamente em dois tipos. O primeiro é a 
água bulk, que é produzida no local de sua utilização, ou seja, como matéria-prima. Exemplos 
da água bulk são a água purificada, água para injeção, água para hemodiálise e o vapor puro 
(pure steam). 

O segundo tipo é a água acondicionada como produto que é produzida, embalada, este- 
rilizada e comercializada para posterior utilização como diluente de preparações parenterais 








e para fins analíticos como ás águas purificada estéril, água estéril para injeção, água bacte- 
riostática para injeção, água estéril para irrigação e água estéril para inalação. 

No presente capítulo, são abordados os cinco tipos diferentes de água descritos na 
Farmacopeia Brasileira e na Resolução RDC nº 17 de 16 de abril de 2010: água purificada, 
água para injetáveis, água ultrapurificada, água potável e água reagente. 


Água potável 


A água potável é a água de entrada fornecida por sistemas públicos, podendo também 
ser produzida pelo próprio usuário, no caso do mesmo possuir fonte e sistemas de tratamento 
próprios. A grande importância da água potável no uso farmacêutico se deve à sua utilização 
nos processos de limpeza em geral e principalmente por servir como fonte de alimentação 
dos sistemas de purificação para obtenção de água de maior grau de pureza. 


A Farmacopeia Brasileira não possui monografia específica para a água potável, no entan- 
to, a legislação brasileira estabelece os procedimentos de controle e de vigilância, controle 
de qualidade da água para consumo humano e o padrão de potabilidade por meio da Portaria 
de Consolidação nº 5 de 28 de setembro de 2017, que trata da “Consolidação das normas 
sobre as ações e os serviços de saúde do Sistema Único de Saúde”. Essa Portaria revogou a 
Portaria do Ministério da Saúde nº 2.914 de 12 de dezembro de 2011. Portanto, os parâmetros 
microbiológicos, físicos, químicos e radioativos que atendem ao padrão de potabilidade são 
estabelecidos pela Portaria de Consolidação MS/GM 5/2017. 


Quando a água potável é distribuída por sistema público, a autoridade local tem a respon- 
sabilidade de cumprir com os requisitos exigidos para atender ao padrão de potabilidade, 
o que não descarta a necessidade da realização de um controle rigoroso da qualidade da 
água e manutenção dos padrões de potabilidade por parte dos usuários (p. ex: indústrias 
farmacêuticas, laboratórios, clínicas etc.). Quando o fornecimento de água tiver origem, por 
exemplo, em poços artesianos privados, o controle da qualidade da água bem como a manu- 
tenção dos padrões de potabilidade são de responsabilidade do usuário. 


Com relação aos parâmetros microbiológicos, deve ser realizada a contagem total de 
bactérias heterotróficas, análise de coliformes totais e de Escherichia coli (Tabela 11.1). 


No Brasil, o cloro é amplamente utilizado nas estações de tratamento para a desinfecção 
da água, sendo obrigatória a manutenção de, no mínimo, 0,2 mg/L em qualquer ponto da rede 
de distribuição. O cloro residual livre compreende a parte do cloro adicionado à água que 
não reagiu com os contaminantes ou com a matéria orgânica, e que está livre para eliminar 
microrganismos patogênicos. A presença do cloro residual livre em concentrações dentro 
dos padrões legais é um indicativo do tratamento adequado da água de abastecimento. Além 
disso, é recomendado que o pH da água seja mantido na faixa de 6,0 a 9,5. 


Tabela 11.1. 





Parametro VMP* 

Bactérias heterotróficas 500 UFC/mL 
Coliformes totais Ausência em 100 mL 
Escherichia coli ou coliformes termotolerantes Auséncia em 100 mL 


*VMP: valor maximo permitido. 
Fonte: Brasil, 2017. 





A Portaria de Consolidação MS/GM 5/2017 estabelece também os padrões de potabili- 
dade para outras substâncias químicas inorgânicas, orgânicas, agrotóxicos, cianotoxinas, 
desinfetantes e produtos secundários de desinfecção que representem riscos à saúde, 
oocistos, vírus entéricos, turbidez, cor aparente, além dos valores máximos permitidos de 
radioatividade e os padrões de aceitação para o consumo humano. 


Água reagente 


A água reagente é um tipo de água que possui baixa exigência de pureza que pode ser em- 
pregada na limpeza de materiais e equipamentos, no abastecimento de equipamentos (autoclave, 
banho-maria etc.) e na fase final da síntese de princípios ativos e excipientes. É produzida a partir 
da purificação da água potável por meio da utilização de diversos sistemas como destilação, fil- 
tração, deionização, entre outros. A água reagente é caracterizada pelos seguintes parâmentros: 

e Condutividade: 1,0 a 5,0 microsiemens (uS)/cm a 25,0 °C e resistividade > 0,2 megao- 

hms (MQ)/cm 


e COT: < 0,20 mg/L 


Agua purificada 


Após a passagem da agua potável por diversos sistemas de purificação obtém-se a água 
purificada. Geralmente utiliza-se uma combinação de sistemas de purificação como destila- 
ção, troca iônica, osmose reversa, eletrodeionização, ultrafiltração, entre outros processos 
capazes de atender aos limites especificados. Vale ressaltar que a água purificada não aten- 
de obrigatoriamente aos requisitos de esterilidade e apirogenicidade, não podendo, portanto, 
ser utilizada em formas farmacêuticas parenterais ou em processos que necessitem de água 
apirogênica. Esse tipo de água é caracterizado pelos seguintes parâmetros: 


e Condutividade: 0,1 a 1,3 uS/cm a 25,0 °C (resistividade > 1,0 MQ/cm) 
e COT: < 0,50 mg/L 

e Endotoxinas: < 0,25 unidades internacionais (UI) de endotoxina/mL 

e Contagem total de bactérias < 100 UFC/mL 


Por apresentar um alto grau de pureza, a água purificada pode ser utilizada amplamente para 
fins farmacêuticos na produção de medicamentos, cosméticos, lavagem de material, preparo de 
soluções, microbiologia em geral, análises clínicas, em técnicas laboratoriais e análises qualitati- 
vas e quantitativas, desde que seu emprego não interfira na exatidão e na precisão dos resultados. 


Os sistemas de purificação devem ser projetados de forma a evitar contaminações e a 
proliferação microbiana. Além disso, a água purificada deverá ser utilizada rapidamente após 
a produção. 


Água ultrapurificada 


A água ultrapurificada é um tipo de água com baixa concentração iônica, baixa carga 
microbiana, baixo nível de carbono orgânico total e ausência de substâncias dissolvidas. 
E uma água de alta pureza obtida a partir de tratamentos como destilação, troca iônica e 
osmose reversa empregados adicionalmente na água purificada. A água ultrapurificada deve 
ser utilizada no mesmo dia de sua produção. E caracterizada pelas seguintes especificações: 

e Condutividade: 0,055 a 0,1 uS/cm a 25,0 °C (resistividade > 18,0 MQ/cm) 

e COT: < 0,05 mg/L (alguns casos < 0,03 mg/L) 

e Endotoxinas: < 0,03 UI de endotoxina/mL 

e Contagem total de bactérias < 1 UFC/100 mL 








Esse tipo de água é utilizado em aplicações farmacêuticas que necessitam da água 
de maior grau de pureza como na preparação de medicamentos de uso não parenteral e 
na maioria dos procedimentos laboratoriais de ensaio que requeiram água de alta pureza 
como, por exemplo, análises qualitativas de baixo teor do analito, endotoxinas, substância 
química de referência, espectrometria, cromatografia a líquido de alta eficiência, cultivo 
celular etc. 


Água para injetáveis 


A água para injetáveis é o tipo de água utilizada como excipiente na preparação de pro- 
dutos farmacêuticos de uso parenteral e outros produtos estéreis, na limpeza e preparação 
de equipamentos que entram em contato com as formas parenterais e em outros processos 
que requeiram esse tipo de água estéril e apirogênica. A água para injetáveis é obtida a partir 
do processo de destilação da água potável, purificada ou por outro processo validado que 
remova contaminantes químicos, microrganismos e endotoxinas bacterianas. A água para in- 
jetáveis deve atender aos ensaios físico químicos preconizados para a água purificada, além 
dos testes de contagem total de bactérias < 1x10 UFC/ 100 mL, esterilidade, particulados e 
de endotoxinas bacterianas, cujo valor máximo é de 0,25 UI de endotoxina/mL. 


CONTROLE DA QUALIDADE DA ÁGUA 


Amostragem e coleta 


A confiabilidade dos resultados analíticos depende, dentre outros fatores, da qualidade 
da coleta e do transporte das amostras. Portanto, devem ser estabelecidos os procedimentos 
para a coleta de amostra representativa, para o controle de parâmetros microbiológicos e 
físico-químicos da água, bem como para sua preservação e transporte. 


Na elaboração dos procedimentos, os seguintes pontos, dentre outros, devem ser consi- 
derados. No momento da coleta, as mãos do funcionário devem estar limpas e não é indicado 
o uso de luvas com talco para evitar contaminar a amostra. No caso de amostras para análises 
físico-químicas, o frasco de coleta deverá ser enxaguado no mínimo 6 vezes com a água do 
ponto de amostragem sempre desprezando os primeiros jatos. Após a coleta, os frascos 
devem ser imediatamente fechados. As amostras de água potável (clorada) devem ser coleta- 
das em frascos contendo 0,1 mL de tiossulfato de sódio a 10% (p/v) ou pastilhas de tiossulfato 
de sódio previamente esterilizados. 


Para a análise bacteriológica e de endotoxinas, o ponto de amostragem deve ser limpo 
com álcool etílico 70º Gay Lussac (GL) ou 77% (v/v). Após a limpeza, a torneira deverá per- 
manecer aberta durante 3 minutos para escoar a água. Somente no momento da coleta os 
frascos estéreis e apirogênicos (para o teste de endotoxinas) deverão ser abertos e a amostra 
de água coletada sem que haja contato do operador com as partes internas dos frascos. O 
tempo entre a coleta e a entrega da amostra no laboratório não deve exceder 12 horas no 
caso de análises microbiológicas ou 24 horas no caso das demais análises. 


Testes fisico-quimicos 


Os testes físico-químicos requeridos para o controle da qualidade da água para uso far- 
macêutico têm a finalidade de detectar espécies químicas capazes de indicar que o processo 
de purificação da água ocorreu de forma inadequada ou incompleta. Na Tabela 11.2 estão 
apresentados os ensaios de pureza preconizados para a água ultrapurificada, água purifica- 
da e água para injetáveis. 


Caracteristicas fisicas 





Tabela 11.2. 





Agua Condutividade 
ultrapurificada COT (determinação opcional que deve ser empregada caso a aplicação 
requeira esse controle) 
Agua para Acidez ou alcalinidade 
injetaveis Substâncias oxidáveis (pode ser substituído pelo COT) 
n Condutividade da água 
água purificada 9 
COT 


Amônio, cálcio e magnésio, cloretos, nitratos e sulfatos (podem ser 
alternativamente substituídos pela determinação da condutividade da água) 


Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010. 


Características físicas 


A água deve apresentar-se como um líquido límpido, incolor, insípido e inodoro. 


Acidez ou alcalinidade 


A acidez mede a capacidade da água de resistir às mudanças de pH causadas pelas 
bases. Ela decorre, fundamentalmente, da presença de gases dissolvidos na água, podendo 
ser de origem natural, como o CO, da atmosfera, ou resultantes da decomposição da matéria 
orgânica. Para a determinação da acidez, adicionar 0,05 mL de vermelho de metila SI em 
10 mL da amostra recentemente fervida e arrefecida em frasco de borossilicato. A solução 
não deverá desenvolver coloração vermelha. 


A alcalinidade indica a quantidade de íons na água que reagem para neutralizar os fons hi- 
drogênio. Constitui, portanto, uma medição da capacidade da água de neutralizar os ácidos, 
servindo assim para expressar a capacidade de tamponamento da água, isto é, sua condição 
de resistir a mudanças do pH. Os principais constituintes da alcalinidade são os bicarbonatos 
(HCO-,), carbonatos (CO?) e hidróxidos (OH). Para determinar qualitativamente a alcalinida- 
de, adicionar 0,1 mL de solução de azul de bromotimol SI em 10 mL da amostra. A solução 
não deverá adquirir coloração azul. 


Substâncias oxidáveis 


O ensaio de determinação de substâncias oxidáveis consiste em uma reação de oxidorre- 
dução na qual o permanganato de potássio oxida moléculas orgânicas como álcoois, acetona 
e aldeídos caso estejam presentes na água. 


Primeiramente, deve-se ferver 100 mL da amostra com 10 mL de ácido sulfúrico 1M. 
Adicionar 0,2 mL de permanganato de potássio 0,02 M SV e deixar em ebulição durante 5 mi- 
nutos. Na presença de moléculas orgânicas na água, o permanganato irá oxidá-las conferido 
coloração fracamente rosada à solução. Para que o resultado seja considerado satisfatório, a 
coloração rosada não deverá desaparecer completamente. 


A presença de substâncias orgânicas na água pode ser um indicativo de limpeza inade- 
quada dos sistemas de purificação, armazenamento e distribuição, presença de resíduos 
empregados nos processos de limpeza ou até mesmo da existência de biofilmes nos sistemas 
de purificação. 





Condutividade 


A condutividade elétrica da água é uma medida do fluxo de elétrons em função da pre- 
sença de substâncias dissolvidas que se dissociam em anions e cátions. Quanto maior a 
concentração iônica da solução, maior é a capacidade de conduzir corrente elétrica. As 
moléculas de água se dissociam em íons em função do pH e da temperatura, resultando 
em uma dada condutividade. Além disso, alguns gases, em especial o dióxido de carbono, 
dissolvem-se na água e interagem para formar íons que afetam a condutividade e o pH da 
água. A condutividade da água deve ser medida utilizando-se condutivímetros calibrados 
com resolução de 0,1 uS/cm, o termômetro deve ter divisões de 0,1 °C e cobrir a faixa de 23 a 
26 °C e os eletrodos devem ser mantidos conforme recomendação do fabricante. No Quadro 
11.1, estão descritos os procedimentos para determinação da condutividade em amostras de 
água conforme descrito na Farmacopeia Brasileira. 


QUADRO 11.1. Procedimentos para determinação da condutividade da água 


Água Purificada e Água para Injetáveis Água Ultrapurificada 


Etapa 1 


e Enxaguar a célula 
com a amostra; 


e Determinar 
simultaneamente o 
pH e a temperatura; 


e Localizar na 
Farmacopeia a tabela 
“Valores limites 
de condutividade 
de acordo com a 
temperatura” o valor 
de condutividade 
correspondente ao 
valor de temperatura 
mais próximo e 


menor na qual a 
condutividade foi 
medida; 


Se o valor de 
condutividade 
medido for menor que 
o correspondente na 
tabela, a água atende 
as exigências para a 
condutividade; 


Caso o valor de 
condutividade 
medido seja maior 
que o valor da tabela, 
deve-se proceder 

a determinação 
conforme a Etapa 2. 


e Transferir 100 
mL ou mais de 
água para um 
recipiente, ajustar 
a (25 + 1) ºC 
e agitar 
vigorosamente 
observando 
a leitura no 
condutivímetro; 


e Quando a 
mudança na 
condutividade 
devido à absorção 
de CO, for menor 
que 0,1 uS/em 
por 5 minutos, 
registrar a 
condutividade; 


“Sea 
condutividade for 
menor ou igual 
a 2,1 US/cm, a 
água obedece às 
exigências para o 
teste; 

“Sea 
condutividade 
for maior que 2,1 
uS/cm, proceder 
conforme a Etapa 
3. 





Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010. 


e Realizar este teste no 
máximo 5 minutos após 
a Etapa 2 com a mesma 
amostra e mantendo a 
temperatura a 
(25 + 1) °C; 

Adicionar 0,3 mL de 
solução saturada de 
cloreto de potássio 
para cada 100 mL de 
amostra; 


Determinar o pH 
com precisão de 0,1 
unidade; 


Determinar o valor limite 
para condutividade 
utilizando a tabela da 
Farmacopeia “Valores 
limites de condutividade 
de acordo com o pH”; 


Se o valor de 
condutividade obtido 
na Etapa 2 for menor ou 
igual ao valor da tabela, 
a água atende ao teste; 


Se o valor for maior 
ou se o valor do pH 
estiver fora da faixa 
de 5 a7, a água não 
atende ao teste para 
condutividade. 


e Enxaguar a célula 
com a amostra; 


e Determinar 
simultaneamente o 
pH e a temperatura; 


e Localizar na 
Farmacopeia a 
tabela “Valores 
limites para 
condutividade 
de acordo com 
a temperatura”, 
específica para 
água ultrapurificada; 
Localizar na 
tabela o valor de 
condutividade 
referente ao valor 
de temperatura 
mais próximo 
e menor que a 
temperatura na qual 
a condutividade foi 
medida; 


Se o valor de 
condutividade 
medido for menor 
ou igual ao valor 
correspondente 
na tabela, a 

água atende às 
exigências para a 
condutividade. 








Carbono Orgânico Total (COT) 


A análise de determinação do carbono orgânico total é de grande importância no controle 
da qualidade da água para uso farmacêutico, uma vez que identifica a contaminação da água 
por impurezas orgânicas relacionadas à ocorrência de endotoxinas, ao crescimento micro- 
biano e ao desenvolvimento de biofilmes nos sistemas de purificação e distribuição da água. 


A determinação do COT consiste em quantificar os átomos de carbono ligados em molé- 
culas orgânicas presentes na amostra. Para isso, as moléculas orgânicas são completamente 
oxidadas a dióxido de carbono pela ação do calor, emissão de raios ultravioleta ou pela ação 
de agentes oxidantes. Esse processo é realizado em um equipamento para determinação 
constituído por um injetor, por uma parte que decompõe a amostra, um sistema separador do 
CO, formado, um detector e um registrador do sinal elétrico emitido. 


Para a determinação do COT as amostras de água devem ser coletadas em frascos de 
vidro limpos, secos e isentos de matérias orgânicas, deixando o mínimo de ar no frasco para 
que não ocorra a absorção de gases da atmosfera. Além disso, a amostra deverá ser rapida- 
mente processada no mesmo dia da coleta. 


Amônio 
Esse teste indica a presença de compostos nitrogenados na água. Um dos fatores que 


pode contribuir para a presença desses compostos na água é a presença de biofilmes nos 
sistemas de purificação. 


Para a determinação de amônio em amostras de água deve ser adicionado1 mL de iodeto 
de potássio mercúrico alcalino SR1 em 20 mL de amostra. Após 5 minutos, a solução deverá 
ser examinada no eixo vertical do tubo. A coloração da solução contendo a amostra deverá 
ser comparada com outra contendo solução padrão de amônio. 


A solução padrão deverá ser preparada pela adição de 1 mL de iodeto de potássio mer- 
cúrico alcalino SR1 a uma mistura de 4 mL de solução padrão de amônio 1 parte por milhão 
(ppm) NH, (ou 1 mg de NH, por litro) e 16 mL de água isenta de amônia A solução com a 
amostra de água não deve ficar mais intensamente colorida do que a solução contendo o 
padrão de amônio. O valor máximo permitido de amônio na água é de 0,00002% (0,2 ppm). 


Cálcio e magnésio 


Esse ensaio indica a dureza da água. Portanto, a indicação desses íons na água purificada 
e água para injetáveis pode indicar a remoção inadequada durante o processo de purifica- 
ção (abrandadores, deionizadores) ou a formação de crostas nas tubulações e nos sistemas 
reservatórios. 


No ensaio, adicionar 2 mL de tampão de cloreto de amônio pH 10,0, 0,5 mL de negro de 
eriocromo T Sl e 5 uL de edetato dissódico (EDTA) 0,05 M em 100 mL de amostra. A solução 
deverá se tornar límpida. A concentração máxima permitida é de 1 ppm. Caso os fons cálcio 
e magnésio estejam em excesso, o EDTA não será capaz de complexar todos os fons, perma- 
necendo uma quantidade complexada com o negro de eriocromo que faz com que a solução 
não fique límpida. 


Cloretos 


Para a análise de cloretos, devem ser adicionados 1 mL de ácido nítrico SR e 0,2 mL de 
nitrato de prata 0,1 M em 10 mL de amostra. A solução não deverá apresentar alterações na 
aparência por, pelo menos, 15 minutos. 








Caso haja excesso de íons cloreto na água, estes reagirão com o nitrato de prata formando 
um precipitado branco que promove a turvação da solução, o que pode ser indicativo de 
falha nos processos de remoção de fons nas resinas e deionizadores, falta de sanitização ou 
formação de crostas nos sistemas de purificação. 


Nitratos 


A presença de nitrato na água purificada e na água para injetáveis em quantidades 
acima dos limites especificados pode estar relacionada com a contaminação microbiana, 
uma vez que as bactérias participam do processo de nitrificação, isto é, conversão da 
amônia a nitrato. 


Para a realização do ensaio, transferir 5 mL de amostra para tubo de ensaio imerso em 
água gelada, adicionar 0,4 mL de solução saturada de cloreto de potássio a 10% (p/v) e 
0,1 mL de difenilamina a 0,1% (p/v). Gotejar sob agitação, 5 mL de ácido sulfúrico livre de 
nitrogênio. Transferir o tubo para banho-maria a 50 °C. Após 15 minutos, qualquer coloração 
azul desenvolvida na solução não deve ser mais intensa do que a do padrão, preparada 
da mesma maneira, utilizando uma mistura de 4,5 mL de água livre de nitrato e 1 mL de 
solução padrão de nitrato 2 ppm em NO,, recém preparada. O limite máximo preconizado é 
de 0,00002% (0,2 ppm). 


Sulfatos 


Adicionar 0,1 mL de ácido clorídrico 2 Me 0,1 mL de solução aquosa de cloreto de bário 
6,1% (p/v) em 10 mL da amostra. A solução não deverá apresentar alterações na aparência 
por pelo menos 1 hora. 


Testes microbiológicos 


O controle microbiológico da água para fins farmacêuticos é de fundamental importância 
uma vez que durante todas as fases de produção, armazenamento ou distribuição existe a 
possibilidade de ocorrer a proliferação de microrganismos. Sistemas de purificação que ope- 
ram e são mantidos em elevadas temperaturas (70-80 °C) são geralmente menos suscetíveis 
à contaminação microbiológica. Principalmente quando o emprego de baixas temperaturas 
da água for necessário, cuidados especiais devem ser tomados para evitar a contamina- 
ção. O monitoramento frequente, a vazão correta e adequada higienização são fatores muito 
importantes para se garantir a qualidade da água. Vale ressaltar também a importância de 
se manter um fluxo de água turbulento no sistema de distribuição da água, o que reduz a 
probabilidade de formação de biofilmes. 


Limites de alerta e limites de ação devem ser definidos para servir como indicativos da 
necessidade de investigações e de tomada de medidas corretivas para a manutenção da 
qualidade da água. O limite de alerta indica que os parâmetros analisados estão se afastando 
dos valores estabelecidos de qualidade da água, mas não necessariamente requerem me- 
didas corretivas. O limite de ação indica que a água está fora dos parâmetros de qualidade 
adequados devendo, portanto, serem tomadas medidas corretivas imediatas. 


Contagem do número total de microrganismos mesofílicos 


A Farmacopeia Brasileira preconiza nas monografias de água para injetáveis, água pu- 
rificada e ultrapurificada a utilização do método de filtração por membrana. Esse método 
consiste em filtrar no mínimo 200 mL de água em uma membrana de nitrato de celulose capaz 
de reter possíveis microrganismos presentes na água em caso de contaminação. 


Tabela 11.3. 





Microrganismos aeróbicos totais Fungos filamentosos e leveduras 








Meio de cultura Agar caseina-soja Agar Sabouraud-dextrose 
Temperatura (°C) 32,5 + 2,5 22,5 + 2,5 
Tempo de incubação (dias) 3-5 5-7 


Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010. 


Após a filtração, a membrana deverá ser retirada do sistema de filtração utilizando uma 
pinça estéril e transferida para uma placa contendo ágar caseína-soja para a pesquisa de 
microrganismos aeróbicos totais e ágar Sabouraud-dextrose para fungos filamentosos e leve- 
duras. As temperaturas e os tempos de incubação estão apresentados na Tabela 11.3. Caso 
haja microrganismos presentes na amostra de água, os mesmos ficarão retidos na membrana 
e haverá crescimento de colônias nas membranas sobrepostas em meio de cultura submeti- 
das à incubação. 


Os procedimentos de filtração e transferência para as placas devem ser realizados em 
câmara de fluxo laminar assépticas. Em geral, recomenda-se que a contagem seja feita em 
membranas com 20-80 colônias por membrana e, caso necessário, realizar diluições da 
amostra. O resultado deverá ser expresso em número de UFC por mililitro de água. 


Pesquisa de microrganismos patogênicos 


Quando a água purificada for coletada de reservatório de acondicionamento, além da 
contagem do número total de microrganismos mesofilicos ou de bactérias heterotróficas, 
deve ser realizada a pesquisa dos seguintes microrganismos patogênicos: coliformes totais, 
Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa. 


O método de pesquisa de microrganismos patogênicos consiste em uma etapa de enri- 
quecimento na qual a amostra de água é diretamente incubada em caldo caseina-soja e, caso 
haja turvação do meio, procede-se ao plaqueamento em ágar seletivo para o crescimento 
desses microrganismos e testes posteriores de identificação. Outra proposta é a incubação 
do filtro no qual a amostra foi filtrada no caldo de enriquecimento antes do plaqueamento nos 
meios seletivos. 


A água purificada estéril utilizada na preparação de colírios e demais processos que não 
podem passar por esterilização final por calor ou filtração, deve atender adicionalmente ao 
teste de esterilidade. 


Endotoxinas bacterianas 


A água purificada utilizada como matéria-prima e nos processos de enxágue é a principal 
fonte potencial de endotoxinas no processo de produção de um produto farmacêutico. As 
endotoxinas são lipossacarídeos que constituem a principal parte da parede celular de bac- 
térias Gram-negativas. As endotoxinas são capazes de desencadear respostas inflamatórias 
graves no organismo mesmo estando as células das bactérias mortas ou fragmentadas. 


O método preferido de produção de água estéril e livre de endotoxinas é a partir de pro- 
cessos validados de destilação e osmose reversa. A água para injetáveis está presente nos 
processos de fabricação de produtos de uso parenteral e estéreis nos processos de lava- 
gem de equipamentos que entram em contato com esses produtos. Portanto, é de extrema 





QUADRO 11.2. Etapas do plano de validação dos sistemas de purificação 


de água 


Monitoramento 


Manutenção 
Revisão 


Fonte: WHO, 2012. 





Monitoramento intensivo da água de abastecimento e após cada etapa 
de purificação por meio da realização de análises físico-químicas e 
microbiológicas por, no mínimo, 15 dias consecutivos. 

Elaboração e implantação dos procedimentos operacionais padrão 
(POPs) nas etapas de produção, manutenção, sanitização e solução de 
problemas. 

Estabelecimento de limites de alerta e os níveis de ação, assim como o 


aperfeiçoamento dos processos. Durante a Fase 1 a água não pode ser 
utilizada para as atividades produtivas. 


Realizada após a Fase 1 caso a mesma não apresente desvios 
significativos. 


Realizar diariamente as análises de água de todos os pontos de 
amostragem definidos na primeira fase durante 15 dias. 

Tem como objetivo demonstrar consistência da produção de água quando 
os sistemas são operados conforme estabelecido nos POPs. 


A água pode ser utilizada na produção de medicamentos caso seja 
autorizado pela Garantia da Qualidade. 


Duração de 1 ano após a conclusão satisfatória da Fase 2. 


Os pontos de amostragem, frequência da amostragem e os testes podem 

ser reduzidos para o padrão normal de rotina. Geralmente são amostrados 
pontos críticos estabelecidos a partir da análise dos resultados das Fases 

le2. 


Tem como objetivo demonstrar o desempenho confiável dos sistemas em 


longo prazo mesmo com a interferência de variações sazonais (períodos 
secos e de chuva) que podem afetar a água da fonte de abastecimento. 


Á agua pode ser utilizada nas etapas de fabricação. 


Monitoramento contínuo da qualidade da água. 


Realizar a coleta de amostras de pontos predefinidos baseando-se nos 
resultados das etapas 1,2 e 3. 


As amostras devem ser submetidas a determinação da condutividade, 
COT, contagem de microrganismos, pesquisa de patógenos e 
endotoxinas. 


Monitoramento de parâmetros como vazão, pressão e temperatura nos 
sistemas. 

Manutenção preventiva dos sistemas conforme descrito nos POPs. 
Estabelecer programas de calibração de equipamentos e aparatos. 
Estabelecer um plano para o controle de mudanças. 

Registrar e analisar problemas e falhas. 

Revisão dos sistemas realizada por equipes multiprofissionais 
(representantes da engenharia, controle de qualidade, manutenção). 
Avaliação da confiabilidade e do desempenho dos sistemas. 
Atualização das alterações nas instalações. 


Investigação de eventos e falhas e as causas de resultados fora das 
especificações encontrados durante o monitoramento dos sistemas. 





importância realizar o controle dos níveis de endotoxina nesse tipo de água. A Farmacopeia 
Brasileira determina que a presença de endotoxinas bacterianas nesse tipo de água deve ser 
menor ou igual a 0,25 UI de endotoxinas por mL. 


No caso da água para injetáveis, mesmo que ela apresente-se estéril ela pode conter 
endotoxinas, uma vez que a presença de endotoxinas independe da viabilidade celular. Deve 
ser feito o monitoramento sistemático da água antes da utilização da mesma na produção dos 
medicamentos, para permitir que ações preventivas e/ou corretivas sejam tomadas antes que 
os limites de endotoxinas na água se tornem críticos. 


Para detectar ou quantificar endotoxinas de bactérias Gram-negativas procede-se o teste 
de endotoxina bacteriana. Utiliza-se o extrato aquoso dos amebócitos circulantes das espécies 
de caranguejo Limulus polyphemus ou do Tachypleus tridentatus preparado e caracterizado 
como reagente LAL. Há duas técnicas para realização do teste de endotoxinas bacterianas; 
o método de coagulação em gel e métodos fotométricos (turbidimétrico ou cromogênico). O 
método de coagulação em gel se baseia na reação dos amebócitos compostos de enzimas 
que reagem na presença de endotoxina produzindo um gel opaco. Esse método foi incluído 
no Brasil, na 4º Edição da Farmacopeia, em 1996, e por ser o método mais simples, rápido e 
por apresentar alta sensibilidade tem sido amplamente utilizado. 


VALIDAÇÃO DOS SISTEMAS DE PURIFICAÇÃO DE ÁGUA 


A validação dos sistemas de purificação de água é de fundamental importância para 
garantir a confiabilidade e o bom desempenho do sistema nas etapas de purificação, ar- 
mazenamento e distribuição, além de proporcionar um conhecimento aprofundado sobre 
todo o sistema. A validação inclui a qualificação do projeto, da instalação, da operação e do 
desempenho. Os sistemas devem ser qualificados considerando as variações sazonais que 
podem interferir na qualidade da água potável de abastecimento. As etapas de sanitização do 
sistema devem ter eficiências comprovadas e deverão ser detalhadamente descritas. 


Basicamente a validação compreende as Fases 1,2 e 3, além das fases de monitoramento 
contínuo, manutenção e revisão dos sistemas, que devem ser seguidas para avaliar e garantir 
a confiabilidade e a robustez por um período prolongado. O sistema deverá ser revalidado 
após qualquer mudança que impacte nos processos de purificação da água (Quadro 11.2). 
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Estudo de caso 


ils 


3. 


Quais são os microrganismos patogênicos e indicadores de contaminação que devem ser 
pesquisados na água purificada para uso farmacêutico? 


Resposta: Coliformes totais, Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa. 


O resultado da contagem total de microrganismos de uma amostra de água purificada 
para uso farmacêutico foi de 85 UFC/mL. Quais medidas devem ser tomadas? 


Resposta: O resultado está muito próximo do limite especificado (< 100 UFC/mL), o que 
indica que os resultados estão se afastando dos valores estabelecidos de qualidade da 
água, mas não necessariamente requerem medidas corretivas. No entanto, investigações 
devem ser feitas para verificar as possíveis causas da alta contagem de bactérias e tomar 
medidas preventivas para melhorar a qualidade da água. 


Qual a importância do teste de carbono orgânico total na água para uso farmacêutico? 


Resposta: A análise de determinação do carbono orgânico total é de grande importância 
no controle da qualidade da água para uso farmacêutico, uma vez que identifica a conta- 
minação da água por impurezas orgânicas relacionadas à ocorrência de endotoxinas, ao 
crescimento microbiano e ao desenvolvimento de biofilmes nos sistemas de purificação e 
distribuição da água. 
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OBJETIVOS DE APRENDIZAGEM 


Neste capítulo o leitor encontrará, de forma clara e sucinta, uma discussão sobre os méto- 
dos empregados na esterilização, medicamentos estéreis, assim como os procedimentos que 
devem ser realizados no controle de qualidade de medicamentos estéreis. 


INTRODUÇÃO 


O termo esterilidade diz respeito à total ausência de formas viáveis capazes de reprodu- 
ção. Todos os produtos farmacêuticos injetáveis e oftálmicos devem cumprir esse requisito e 
há dois processos pelos quais se obtém tais produtos: a esterilização terminal e a manipula- 
ção asséptica. 

Embora a esterilização terminal de um produto seja o procedimento que garanta riscos 
mínimos de contaminação microbiana, existem classes de produtos que não podem ser este- 
rilizados no seu acondicionamento final e que devem ser preparados empregando processo 
asséptico. Um produto definido como processado assepticamente consiste de matérias-pri- 
mas que foram esterilizadas por um método de esterilização e, posteriormente, manipuladas 
sob condições ambientais assépticas de forma a prevenir a contaminação do produto final 
por microrganismos viáveis. 

Independente do processo de obtenção utilizado, as matérias-primas e produtos finais 
são esterilizados por métodos físicos e químicos e sua segurança é comprovada pelo teste 
de esterilidade. 





Neste capítulo são abordados os diversos métodos de esterilização usados na indústria far- 
macêutica de produtos estéreis. Além disso, veremos como é realizado o teste de esterilidade 
e qual a sua importância para assegurar a eficiência dos processos esterilizantes empregados. 


MÉTODOS DE ESTERILIZAÇÃO 


Um método de esterilização tem como finalidade a remoção ou destruição de qualquer for- 
ma de vida (vírus, bactérias, fungos, protozoários, esporos, etc.) que esteja presente num de- 
terminado produto a ser esterilizado, sem garantir a inativação de toxinas e enzimas celulares. 


Três fatores são responsáveis pela esterilidade de um produto: 

e Natureza do material a ser esterilizado; 

e O processo de esterilização a ser empregado; 

e Alterações que ocorrem no material em função da esterilização. 


Além disso, o conhecimento do tipo, quantidade e da fonte de contaminantes do produto, 
antes da aplicação do método esterilizante, contribuem para assegurar o êxito da esterilização. 


Os métodos de esterilização são divididos em métodos físicos e métodos químicos, como 
mostrado na Figura 12.1. 


Esterilização pelo calor 


A utilização do calor como agente esterilizante apresenta a vantagem de ser econômico e 
seguro, entretanto a sensibilidade dos diferentes microrganismos à ação do calor é bastante 
variada, sendo as formas esporuladas as mais resistentes. 











ETMEKFAA Esquema dos métodos de esterilização. 








Como a eficiência na inativação dos microrganismos é dependente da temperatura, tempo 
de exposição e presença de água, a esterilização pelo calor pode ser feita usando o calor 
úmido ou o calor seco. 


Calor úmido 


A esterilização pelo calor úmido promove a coagulação das proteínas celulares dos 
microrganismos. O processo de esterilização por calor úmido consiste em empregar vapor 
saturado sob pressão no produto utilizando uma câmara denominada autoclave. O princípio 
básico de operação é a substituição do ar da câmara por vapor saturado. Para deslocar 
ar mais eficientemente da câmara e de dentro dos produtos, o ciclo de esterilização pode 
incluir estágios de evacuação de ar e de vapor. A condição de referência para esterilização 
de preparações aquosas é feita sob aquecimento de, no mínimo, 121 “C por pelo menos 15 
minutos. Modificações no tempo e temperatura podem ser realizadas, desde que o processo 
validado mantenha a eficácia com nível adequado e reprodutível de letalidade quando opera- 
do, rotineiramente, dentro das tolerâncias estabelecidas. 


Para garantir a eficiência do processo de esterilização por calor úmido, certos cuidados 
devem ser tomados. A distribuição da carga na câmara deve ser feita de maneira adequada 
para propiciar o contato do vapor com as regiões de difícil acesso. 


Para produtos termoestáveis, o tempo necessário para atingir a condição anterior pode ser 
excedido, resultando em maior eficiência de esterilização, o que não se aplica a produtos que 
possam sofrer alteração em função da exposição excessiva ao calor. 


Calor seco 


A esterilização pelo calor seco ocorre em função de processos oxidativos, os quais neces- 
sitam de altas temperaturas e longo tempo de exposição. 


Esse processo é realizado em estufa com distribuição homogênea do calor obtida por 
circulação de ar. A esterilização pelo calor seco é aplicada principalmente para materiais 
sensíveis à esterilização por calor úmido e materiais como vidros, metais, pós, vaselinas, 
gorduras, ceras, soluções e suspensões oleosas, e tecidos especiais. 


O produto submetido a esse processo de esterilização deve ser exposto a uma tempe- 
ratura minima de 160 °C por pelo menos duas horas. Pequenas alterações no tempo e tem- 
peratura podem ser utilizadas, contanto que validadas, mantendo a eficácia do processo, 
proporcionando um nível adequado e reprodutível de letalidade. 


Esterilização por radiação ionizante 


Esse tipo de esterilização utiliza fontes como raios alfa, beta, gama e raios X. Os dois 
tipos de radiação ionizante em uso são decaimento de radioisótopo (radiação gama) e ra- 
diação por feixe de elétrons. Os produtos são expostos a uma radiação ionizante na forma 
de radiação gama ou de um feixe de elétrons energizados liberando ondas eletromagnéticas 
ou partículas, as quais se chocam com os átomos do material irradiado alterando sua carga 
elétrica por deslocamento de elétrons, transformando os átomos irradiados em íons positivos 
ou negativos. Quando essas radiações atravessam as células criam hidrogênio livre, radicais 
hidroxilas e peróxidos, causando lesões intracelulares. 


A radiação ionizante geralmente é utilizada para esterilização de produtos termossensíveis 
tendo como vantagens a baixa reatividade química e a necessidade de controlar poucos 
parâmetros. Entretanto, o controle da dose de irradiação absorvida deve ser efetuado para 
não comprometer os materiais a serem esterilizados. A dose escolhida deve oferecer um nível 





de letalidade adequado e reprodutível quando o processo é operado rotineiramente dentro 
das tolerâncias estabelecidas. 


Esterilização por filtração 


A filtração é empregada para esterilização de soluções termossensíveis por remoção física 
dos microrganismos contaminantes. O material filtrante não pode liberar fibras ou materiais 
extraíveis indesejáveis para a solução filtrada, o que restringe a natureza do elemento filtrante 
a vidro, metal, polímeros sintetizados e membranas poliméricas. Os filtros consistem de uma 
matriz porosa inserida em um abrigo impermeável e sua eficiência depende do tamanho do 
poro do material, da adsorção de microrganismos sobre ou dentro de sua matriz e do me- 
canismo de peneira ou exclusão. O efeito de exclusão por tamanho é função da abertura 
(diâmetro) dos poros, e a adsorção depende da composição, espessura do elemento filtrante 
e fluido que está sendo filtrado. 


A filtração para fins de esterilização é normalmente realizada com membranas de gra- 
duação de tamanho de poro nominal de 0,2 um, ou menor. Essas membranas de filtração 
esterilizante, classificadas como 0,22 um ou 0,2 um, dependendo do fabricante, são capazes 
de reter 100% de uma cultura contendo 10’ microrganismos de Brevundimonas diminuta ATCC 
19146, por cm? de superfície de membrana filtrante, sob uma pressão minima de 30 psi (2 bar). 


O filtro deve ser escolhido de acordo com a natureza e dos fatores empregados na pro- 
dução do material a ser filtrado, bem como os parâmetros (pressão, vazão e característi- 
cas da unidade filtrante) do processo de filtração. As membranas filtrantes comerciais são 
constituídas de acetato de celulose, nitrato de celulose, fluorcarbonato, polímeros acrílicos, 
poliéster, policarbonato, cloreto de polivinila, vinil, ny/on e membranas metálicas. Para garantir 
que o processo de filtração foi eficaz, o sistema de filtração deve ser testado antes e após o 
processo de filtração. 


Gás óxido de etileno 
O método de esterilização química é feito empregando-se um gás a baixas temperaturas, ge- 
ralmente usado para materiais que não resistem a métodos que empregam altas temperaturas. 


O gás mais utilizado é o óxido de etileno. Ele atua promovendo a alquilação proteica do 
DNA microbiano prevenindo o metabolismo celular normal e a replicação microbiana. Porém, 
esse gás apresenta desvantagens, a saber: 


e Ser mutagênico, 
e Deixar resíduos tóxicos nos materiais tratados; 
e Apresentar uma natureza altamente inflamável. 


O processo de esterilização é geralmente realizado em uma câmara pressurizada seme- 
lhante à autoclave, mas com características específicas como sistema para degaseificação 
após a esterilização e minimização da exposição dos operadores ao gás. 


TESTE DE ESTERILIDADE 


O teste de esterilidade visa comprovar a ausência de microrganismos contaminantes 
durante o ciclo de fabricação de produtos estéreis, assegurando a eficiência dos processos 
esterilizantes empregados. 








O ensaio de esterilidade deve ser executado sob condições assépticas, por exemplo, 
em capela de fluxo laminar vertical tipo Il A (Grau A), instalada em sala limpa Grau B. 
Alternativamente, pode-se lançar mão do isolador, definido como um equipamento capaz 
de criar um ambiente pequeno, controlado e classificado como estéril, no qual o teste de 
esterilidade é executado com efetiva segregação entre o ambiente dentro do isolador e o am- 
biente não protegido, ou seja, a sala em que se encontra o manipulador, o que garante maior 
eficiência do teste. Possui fluxo de ar de cima para baixo, com filtros HEPA (high efficiency 
particulate air) em posições adequadas proporcionando um ambiente Grau A, estéril. 


Os materiais devem ser descontaminados ou esterilizados antes de entrarem na capela de 
fluxo laminar ou no isolador, de modo a manter o ambiente estéril. Assim, deve-se fazer uma 
assepsia prévia da superfície externa dos frascos, ampolas ou embalagens, mergulhando-os 
em solução antisséptica adequada, tais como fenol a 5%, álcool iodado, formaldeído a 5% e 
álcool isopropílico. 


Em linhas gerais, o teste de esterilidade consiste na inoculação de uma amostra do produ- 
to farmacêutico em avaliação a um meio de cultura que viabilize a multiplicação dos microrga- 
nismos supostamente presentes nesta, manifestada sob a forma de turvação do meio líquido 
ou aparecimento de colônias no meio sólido. 


Amostragem 


O critério de amostragem deve oferecer segurança no resultado final quando extrapolado 
ao lote e está relacionado ao tamanho do lote e à quantidade mínima a ser testada de acor- 
do com a quantidade do produto em cada frasco, como descrito em diversos compêndios 
oficiais. 

Embora a confiabilidade dos resultados seja diretamente proporcional ao número de 
amostras, a realização do teste em todos os frascos se torna inviável, já que a abertura destes 
pode propiciar a introdução de microrganismos contaminantes (falso-positivo). Assim, tem-se 
como fórmula geral (equação 12.1) de amostragem, para cada lote: 


VN +1 


sendo N o numero de frascos do lote. 


Meios de cultura 


Os microrganismos tém necessidades de crescimento altamente diversificadas, nao sen- 
do possível a utilização de um único meio e condição de crescimento. Assim, a Farmacopeia 
Brasileira descreve dois meios de cultura usuais para a realização do teste de esterilidade: a) 
o meio de caseína-soja e b) o meio de tioglicolato. Estes apresentam a capacidade de promo- 
ver o crescimento de microrganismos variados, dentre eles, bactérias aeróbias e anaeróbias; 
bactérias mesófilas, termófilas e psicrófilas; e fungos, tais como bolores e leveduras. 


a) meio (ou caldo) de caseína-soja (Tabela 12.1): empregado na detecção de bactérias 
aeróbias, bolores e leveduras. Ele não é um meio especificamente formulado para 
fungos e, embora muitas espécies consigam sobreviver, algumas necessitam de 
condições mais ácidas e/ou suplementação do meio com carboidratos. Além disso, 
esse meio pode não ser rico o suficiente para o crescimento de algumas espécies de 
bactérias aeróbias, havendo, portanto a necessidade de suplementação com soro ou 
sangue. O pH do meio após a esterilização deve ser de 7,3 + 0,2. 

b) meio (fluido) de tioglicolato (Tabela 12.2): destina-se ao crescimento de bactérias aeró- 
bias e fungos na camada superior e de bactérias anaeróbicas no fundo do recipiente 
contendo o meio. O pH do meio após a esterilização deve ser de 7,1 + 0,2. 


Tabela 12.1 


Meio de caseina-soja 














Digesto pancreático de caseína 17,09 
Digesto papaínico de farinha de soja 3,09 
Cloreto de sódio 5,09 
Fosfato de potássio dibásico 21510) 
Dextrose (CgH,.0,H.O) 2,59 
Agua purificada qsp 1.000 mL 


Tabela 12.2. 


Meio de tioglicolato 























L-Cistina 0,5 9 

Cloreto de sódio 259 
Dextrose (CH OHO) 5,59 

Ágar granulado (umidade não superior a 15%) 0,75 g 

Extrato de levedura (solúvel em água) 5,09 
Disgesto pancreático de caseína 15,09 
Tioglicolato de sódio (ou ácido tioglicólico) 0,5 g (0,3 mL) 
Resazurina sódica a 0,1% (p/v) recentemente preparada 1,0 mL 

Agua purificada 1.000 mL 


Obs: a L-cistina e o tioglicolato são agentes redutores, o ágar granulado é utilizado para dificultar a difusão 
do oxigênio e a resazurina é um indicador colorimétrico de oxirredução utilizado para atestar a ausência de 
oxigênio no meio. 


Um estudo abrangente realizado por Abdou demonstrou que o meio de tioglicolato pode 
inibir o crescimento de algumas cepas de Clostridium e Bacillus. Para eliminar a ação inibitó- 
ria do tioglicolato, deve-se associá-lo com ditionito de sódio, compondo um meio alternativo, 
denominado meio de Clausen. 


Outra forma de promover o crescimento de anaeróbios é utilizar meios de cultura adi- 
cionados de extrato de carne, visto que ele contém substâncias altamente redutoras, como 
glutationa, ácidos graxos e compostos tiólicos. 


Métodos de inoculação 


Dois métodos de inoculação são habitualmente descritos nos compêndios oficiais: o mé- 
todo de inoculação direta e o método de filtração por membrana. Para ambos os métodos, 
os meios de cultura são incubados por 14 dias, durante os quais avalia-se o crescimento 
microbiano. 





Método de inoculação direta 


Nesse método, quantidades preestabelecidas da amostra são inoculadas em volumes 
estipulados de meios líquidos ou semeadas em meios sólidos, de forma que o volume do 
produto não seja maior que 10% do volume do meio de cultura (Fig. 12.2). 


No método de inoculação direta, produtos líquidos devem ser transferidos ao meio de 
cultura com auxílio de pipeta estéril ou seringa e agulha estéreis. Líquidos oleosos devem ser 
inoculados em meio de cultura contendo agente emulsificante apropriado (polissorbato 80 a 
1%) em concentração atóxica ao crescimento microbiano. 


Pomadas e cremes devem ser diluídos a 10% em emulsificante adequado adicionado a 
água peptonada. A amostra diluída é então inoculada em meios de cultura sem emulsificante. 


Sólidos podem ser transferidos ao meio de cultura com o auxílio de espátulas com volumes 
padronizados, ou pode-se fazer uma solução ou suspensão do produto com água peptonada 
a 0,1% e posteriormente adicioná-lo ao meio. Se a amostra sob exame provoca turvação 
dos meios de cultura, de modo a impedir a observação do crescimento microbiano, deve-se 
transferir porções adequadas de meio de cultura (não menos que 1 mL) no décimo quarto 
dia de incubação para frascos novos dos mesmos meios. Estes devem ser incubados por um 
período adicional de não menos que quatro dias. Ao final do período de incubação, deve-se 
fazer a inspeção macroscópica do crescimento microbiano. 


Para a avaliação da esterilidade de suturas cirúrgicas, algodão purificado, gaze e banda- 
gem, deve-se retirar porções desses materiais e transferi-los diretamente para os meios de 
cultura. Aparelhos devem ser imersos em volume de meio que não ultrapasse 1.000 mL. Caso 
as formas e dimensões desses aparelhos não permitam sua imersão total, deve-se imergir as 
partes que entrem em contato com o paciente. 


Se a amostra apresentar atividade antimicrobiana, o teste deve ser realizado após sua 
inativação por adição de substâncias neutralizantes e ou inativadores específicos, de modo 
que o produto antimicrobiano não interfira no crescimento dos contaminantes eventualmente 
presentes. A Tabela 12.3 descreve alguns antibióticos e seus respectivos sistemas inativado- 
res. Se não houver inativadores específicos para o antimicrobiano, deve-se optar pelo método 
de filtração por membrana. 
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GTEIEFJ Etapas para a realização do método de inoculação direta. 


Tabela 12.3. 


Anti 


icrobiano/Conservante 


Sal de amônio quaternário 


Sistema Inativador 


Polissorbato 80 


Referéncia 


Grain, 1961 








Penicilina B-lactamase 


Bowman, 1966 





Neomicina 
ascórbico 


Streptomicina 


Cloreto de sódio + ácido 


Sokolski, 1964: Chidester, 1964 


Galal et al., 1975 


Cloridrato de cisteína 


Método de filtração por membrana 


Esse método consiste na dissolução da amostra analisada em fluido estéril adequado e a 
passagem dessa solução em membrana filtrante estéril. Essa membrana é lavada, segmenta- 
da e inoculada em meio de cultura (Fig. 12.3). 


O sistema de filtração constitui-se de funil apropriado, no qual a membrana filtrante é posi- 
cionada, e reservatório, que recebe a amostra filtrada, acoplado a uma bomba de vácuo. Esse 
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sistema deve possibilitar a filtração da amostra e a posterior remoção da membrana filtrante 
sob condições assépticas. A membrana filtrante é feita de ésteres de celulose, sendo que as 
de nitrato de celulose são utilizadas para soluções aquosas, oleosas e fracamente alcoólicas, 
enquanto as de acetato de celulose são empregadas para soluções fortemente alcoólicas. 
A manipulação da membrana é auxiliada por pinça ou outro material estéril, seu diâmetro é 
comumente de 47 mm, com bordas hidrofóbicas e sua porosidade nominal deve ser igual ou 
inferior a 0,45 um. É o diâmetro da membrana que determina os volumes da amostra e do 
líquido de lavagem utilizados, enquanto o tipo de líquido de lavagem depende da natureza 
da amostra analisada. 


A amostra em análise é geralmente solubilizada ou diluída em água peptonada a 0,1%, 
contendo ou não solventes (miristato de isopropila, entre outros) e inativadores (no caso de 
antimicrobianos). O uso da água peptonada a 0,1% como diluente da amostra ou como líquido 
de lavagem da membrana fundamenta-se no fato desta apresentar biocompatibilidade com 
a grande maioria dos microrganismos, sendo inócua quando o tempo de contato ultrapassa 
60 minutos. Porém, outros diluentes podem ser utilizados, tais como água destilada esteriliza- 
da e solução salina fisiológica estéril. 


Após a filtração da solução contendo a amostra, deve-se lavar a membrana com água 
peptonada para retirar a quantidade residual de amostra impregnada na membrana, que 
é posteriormente segmentada, transferida para o meio e incubada por 14 dias. Caso haja 
contaminação, apenas os microrganismos, e não a amostra, ficam retidos na membrana e são 
cultivados nos meios indicados. 


Óleos e produtos oleosos de baixa viscosidade podem ser filtrados diretamente em mem- 
brana. Porém, se possuírem viscosidade elevada, deve-se solubilizar a amostra em água 
peptonada a 0,1% contendo miristato de isopropila. Pomadas de base oleosa e emulsões do 
tipo água em óleo devem ser solubilizadas em miristato de isopropila com auxílio de aqueci- 
mento até, no máximo, 44 °C. 


O uso de solventes (miristato de isopropila) exige que a membrana seja lavada com água 
peptonada contendo polissorbato 80 a fim de facilitar a remoção total do solvente na mem- 
brana. Ao se utilizar o miristato de isopropila e o polissorbato 80, deve-se fazer um controle 
adicional da atividade antimicrobiana desses solventes nas condições do teste, visto que eles 
podem apresentar toxicidade frente a alguns microrganismos. 


Se o produto testado possuir atividade antimicrobiana intrínseca, a água peptonada 
utilizada como diluente e líquido de lavagem deve conter substâncias neutralizantes e/ou 
inativadores específicos. Caso não haja possibilidade de inativar o antimicrobiano, deve-se 
lavar abundantemente a membrana filtrante de modo que todo o produto residual (que tende 
a se acumular nas bordas hidrofóbicas da membrana) seja retirado. 


No caso de produtos líquidos pressurizados (aerossóis), antes de solubilizar o produto 
em diluente adequado, deve-se congelar o conteúdo e aguardar tempo necessário para a 
volatilização do propelente. Já os produtos sólidos para preparações injetáveis devem ser 
reconstituídos conforme descrito no rótulo antes da solubilização. 


Materiais estéreis de uso médico-hospitalar (luvas, catéteres, fios de sutura, seringas, entre 
outros), bem como dispositivos estéreis (dializadores, oxigenadores sanguíneos, reservatórios 
de cardiotomia e cardioplegia) devem ter suas unidades lavadas com água peptonada a 0,1%. 
Esta é então recolhida em recipiente adequado estéril e utilizada para a realização do teste. 


O método de filtração por membrana constitui-se de várias etapas de manipulação, como 
visto na Figura 12.3, o que aumenta o risco de contaminação acidental. Um sistema que vem 
para eliminar os problemas de manipulação excessiva e múltiplas etapas é o sistema fechado 
Sterility Testing System, denominado Steritestº (Fig. 12.4). Este dispensa a preocupação do 
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EETEKEXA Componentes do sistema fechado Sterility Testing System. 


corte ou transferência da membrana, uma vez que a mesma está inserida no cartucho e 
permanece após a filtração do produto e as lavagens, recebendo então o meio de cultura sem 
que tenha que ser deslocada ou manuseada. 


O procedimento para a realização do teste no sistema de filtração fechado encontra-se 
descrito de maneira simplificada na Figura 12.5. A bomba peristáltica (B) bombeia a amostra 
a ser testada diretamente do seu recipiente até os cartuchos de filtração selados por meio 
de tubos estéreis. Caso haja microrganismos, estes ficarão retidos nas membranas filtrantes. 
Estas são lavadas com água peptonada a 0,1% contendo ou não solubilizantes e/ou inati- 
vadores. Após a lavagem, os cartuchos devem ser preenchidos com os meios de cultura 
adequados. Assim, um dos tubos estéreis é pinçado, de modo que o meio de caseína-soja só 
preencha um dos cartuchos. O mesmo é feito para o segundo cartucho, preenchido com meio 
de tioglicolato. Os cartuchos são removidos do sistema e incubados por 14 dias. 


Escolha do método de inoculação 


Sempre que possível, o método de filtração por membrana deve ser o método de inocula- 
ção de escolha, pois o produto a ser testado não entra em contato com o meio. 


Porém, a escolha do método depende principalmente da natureza do produto farmacéuti- 
co a ser testado. Como já mencionado, antimicrobianos que não possuem sistema inativador 
conhecido não devem ser ensaiados pelo método de inoculação direta, visto que a presença 
do antimicrobiano no meio pode inibir o crescimento de eventuais microrganismos ali pre- 
sentes. Por outro lado, o método de filtração por membrana não deve ser empregado para 
avaliar sólidos insolúveis, pois a amostra em análise pode causar entupimento dos poros 
da membrana filtrante, de modo que o método de escolha nesse caso é o de inoculação 
direta. O Quadro 12.1 resume as vantagens e desvantagens dos dois métodos de inoculação 
discutidos. Uma grande desvantagem do método de inoculação direta em relação ao de 
filtração por membrana é a baixa representatividade da amostragem, visto que a inoculação 
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GETS Etapas para a realização do método de filtração por membrana em sistema 
fechado Steritestº. 


QUADRO 12.1. Vantagens e desvantagens dos métodos de inoculação direta e de 
filtração por membrana 


Não acarretamento de antimicrobianos ao | Baixa necessidade de manipulação 

meio de cultura durante o teste 

Economia no consumo de meio de cultura | Baixo índice de contaminação acidental 
Desvantagens 


Maior nível de manipulação e preparações | Consumo elevado de meios de cultura e 

prévias vidrarias 

Exige maior treinamento técnico Possibilidade de haver resíduos de 
agentes inibitórios no meio 

Não aplicável para substâncias não Interferência da turbidez do produto 

solubilizáveis 


Método de filtração por membrana 
Método de inoculação direta 





direta somente é viável para volumes de até 100 mL de amostra. Já no método de filtração por 
membrana, pode-se filtrar grandes volumes (até 5 litros), o que se torna fundamental para a 
extrapolação do resultado de esterilidade ao lote. 


Controles utilizados no teste de esterilidade 


Independente do método de inoculação utilizado, para garantir a confiabilidade do teste 
de esterilidade deve-se realizar concomitantemente a amostra ensaiada alguns testes con- 
trole, a saber: 





1. A esterilidade dos meios de cultura deve ser comprovada por incubação a 20-25 °C 
para o meio caseína-soja e a 30-35 °C para o meio de tioglicolato por até 14 dias, não 
devendo haver crescimento microbiano; 


2. A capacidade promotora de crescimento do meio deve ser realizada pela inoculação 
de 10 a 100 células viáveis de microrganismo padrão sob as condições indicadas no 
Quadro 12.2. O meio é considerado satisfatório se apresentar evidência de crescimen- 
to (turvação) após três dias de incubação dos meios inoculados com bactérias e após 
cinco dias de incubação dos meios inoculados com fungos; 


3. A não interferência da amostra sobre o crescimento de microrganismos deve ser com- 
provada inoculando-se de 10 a 100 células viáveis de microrganismo padrão (Quadro 
12.2) em meios contendo ou não a amostra. Deve-se observar a equivalência de turbi- 
dez entre os tubos ao final de 14 dias de incubação nas condições definidas; 


4. Na análise de antimicrobianos, o sistema inativador deve idealmente ser compatível 
com a fisiologia de uma ampla gama de microrganismos. A eficácia de neutralização 
do antimicrobiano/conservante e a ausência de toxicidade do sistema inativador es- 
pecífico é comprovada pelo teste de bacteriostase/fungistase, em que de 10 a 100 
células viáveis de microrganismo padrão são inoculadas em meios contendo ou não a 
amostra (antimicrobiano + neutralizador). Deve-se observar a equivalência de turbidez 
entre os tubos ao final de 14 dias de incubação nas condições definidas (Quadro 12.2). 


Interpretação 


A Farmacopeia Brasileira (52 edição) considera a possibilidade de até três testes de esterili- 
dade da mesma amostra antes de classificá-la como satisfatória ou insatisfatória (Tabela 12.4). 
No teste de esterilidade, o resultado satisfatório indica que não foram encontrados microrganis- 
mos na amostra examinada e este pode ser estendido ao restante do lote. 


Quando ocorre crescimento microbiano no primeiro teste, esse contaminante pode ser de- 
corrente de um erro de manipulação e só deve ser considerado se for detectado no segundo 
teste. O segundo teste deve ser feito de maneira idêntica ao teste inicial, porém com o dobro 


QUADRO 12.2. Microrganismos e condições indicadas para utilização em testes de 
promoção de crescimento e bacteriostase/fungistase 


Microrganismo Temperatura de incubação 


Bacillus subtilisa TCC 6633 
Candida albicans TCC 10231 20-25 °C 
Aspergillus brasiliensis! TCC 16404 


caseina-soja 





tioglicolato 





Staphylococcus aureus?” ATCC 6538 (ATCC 6633) 

(ou Bacillus subtilis*) 

Pseudomonas aeruginosa” ATCC 9027 (ATCC 9341) 30-35 °C 
(ou Kocuria rhizophila*) 

Clostridium sporogenes" ATCC 19404 (ATCC 8482) 

(ou Bacteroides vulgatus*") 


Obs: os microrganismos entre parénteses podem ser usados alternativamente aos de primeira escolha (fora 
dos parênteses). *: bactéria aeróbia; ”: bactéria anaeróbia; f: fungo. 





Tabela 12.4. 


eiro teste Segundo teste Terceiro teste Interpretação 
S X x Satisfatório 
a = x Satisfatório 
T A X Insatisfatório? 
Er E + Insatisfatório? 














+ crescimento bacteriano; - ausência de crescimento bacteriano; x não realizado; 
ainsatisfatório para espécies iguais no primeiro e segundo testes; º insatisfatório para espécies diferentes no 
primeiro e segundo testes. 


de amostras. Se não houver evidência de crescimento no segundo teste, a amostra é consi- 
derada satisfatória para o teste de esterilidade. Se houver crescimento no segundo teste, é 
recomendado que seja realizado o isolamento e identificação do contaminante microbiano 
deste e comparado com o do primeiro teste. Se os contaminantes forem iguais, a amostra é 
considerada insatisfatória, não atendendo ao requisito de esterilidade. Se os contaminantes 
forem diferentes, deve ser realizado um terceiro teste de esterilidade, no qual qualquer indício 
de crescimento indicará condição insatisfatória para o teste de esterilidade. 


MÉTODOS DE CONTROLE MICROBIOLÓGICO 


Por fim, o controle microbiológico do ar e do ambiente deve ser realizado periodicamente 
de modo a garantir a esterilidade do local em que o teste é realizado. 


O controle microbiológico do ar deve ser realizado pela exposição de placas de Petri con- 
tendo meio de cultura em ambiente asséptico. Pode-se ainda fazer a lavagem do ar em líquido 
estéril e realizar o teste de esterilidade desse líquido pelo método de filtração por membrana. 
A contaminação microbiológica deve ser inferior a 15 partículas viáveis por metro cúbico de ar. 


Para realizar o controle microbiológico do ambiente, deve-se inocular o material coletado 
com swabs em placas ou caldos padrão, que são posteriormente submetidos a contagem. 
Alternativamente, pode-se utilizar placas especiais RODAC® (Replicated Organisms Detection 
and Counting), em que o nível de meio sólido está acima da borda, entrando em contato com 
as superfícies amostradas. A contaminação microbiológica não deve ultrapassar 12 partículas 
viáveis por metro quadrado de superfície. 
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Estudo de caso 


1. Em um estudo realizado por Eljarrat-Binstock e colaboradores (2007), foram utilizados três 
diferentes métodos de esterilização: radiação ionizante, óxido de etileno e autoclave, na 
caracterização de esponjas de hidrogel desenvolvidas para liberação ocular dos fárma- 
cos gentamicina e dexametasona com posterior aplicação do dispositivo de iontoforese. 
Um dos objetivos do trabalho era determinar qual o melhor método de esterilização a ser 
empregado sem comprometer as características físico-químicas do produto final. Os re- 
sultados mostraram que o método mais adequado, nesse estudo, foi a radiação ionizante. 
Discorra sobre cada método de esterilização estudado. Porque o método de radiação 
ionizante foi o mais adequado? 


Resposta: 


e Radiação ionizante — Os produtos são expostos a uma radiação ionizante na forma de 
radiação gama ou de um feixe de elétrons energizados liberando ondas eletromagnéticas 
ou partículas, as quais se chocam com os átomos do material irradiado, alterando sua 
carga elétrica por deslocamento de elétrons, e transformando os átomos irradiados em 
fons positivos ou negativos. Duas teorias têm sido propostas para a ação da radiação 
ionizante sobre microrganismos. A teoria da ação direta postula que a radiação induz 
ionização do DNA do microrganismo. A teoria da ação indireta sugere que o primeiro 
passo envolve a formação de radicais livres, por exemplo, peróxidos, ou outras moléculas 
no meio que posteriormente induzem danos secundários no DNA dos microrganismos. O 
principal emprego da esterilização ionizante é feita para fármacos e sistemas de liberação 
baseados em micro e nanoencapsulamento que são muito sensíveis ao calor seco ou 
úmido, e óxido de etileno não é aplicável devido aos seus resíduos tóxicos. 


e Óxido de etileno — O óxido de etileno (OE) é o método de esterilização de escolha para a 
maioria dos dispositivos médicos por causa de suas vantagens inegáveis em comparação 
aos demais métodos de esterilização. O OE é um excepcional esterilizante devido à sua 
elevada capacidade bactericida, esporicida, e atividade viricida. O OE age promovendo 
reação de alquilação nos constituintes celulares dos organismos, tais como ácido nuclei- 
co e proteínas funcionais, incluindo enzimas, o que leva à consequente desnaturação. 
A adição de grupos alquila a proteínas, DNA e RNA em microrganismos por ligação a 
grupos sulfidrila e hidroxila, amina e carboxila, impedem o metabolismo celular normal 
e a capacidade de reproduzir, tornando os microrganismos inativos. Outra vantagem é o 
custo-benefício quando comparado aos outros métodos. Entretanto, o OE deve ser utili- 
zado com extrema cautela devido a potenciais riscos aos pacientes, funcionários e meio 
ambiente, bem como riscos associados à manipulação de um gás inflamável. 


e Calor úmido (autoclave) — A esterilização por calor úmido ocorre pela ação do vapor de 
água superaquecido e mantido sob pressão, ocorrendo à temperatura de aproximadamente 
121°C por período de 15 a 30 minutos. Os aparelhos são práticos, de fáciloperacionalização 
e apresentam-se em diferentes tamanhos, capacidade e desenhos. Esse processo permite 
a esterilização de artigos em embalagens permeáveis ao vapor, não devendo utilizar-se de 
recipientes metálicos fechados ou sem perfurações para penetração de vapor. 


O fator determinante nesse estudo, na ausência ou comprometimento das propriedades 
físico-químicas dos hidrogéis, é a natureza do material a ser esterilizado. Os hidrogéis são 
redes tridimensionais de polímeros hidrófilos capazes de reter grandes quantidades de água 
ou fluidos biológicos dentro da sua estrutura. O uso do calor úmido (autoclave) pode pro- 
mover ganho ou perda de água, alterando as propriedades finais do hidrogel, influenciando 
diretamente na taxa de liberação do fármaco ou no prazo de validade do produto final. Em 
relação à esterilização do óxido de etileno, embora não tenha influenciado as características 





do produto final, torna-se desaconselhavel seu uso devido à possibilidade desse poder cau- 
sar alterações nas propriedades toxicológicas do produto final, provocadas pelos resíduos 
desse gás que são considerados tóxicos. Já a radiação ionizante, além de promover altera- 
ções mínimas nas características dos hidrogéis, não causou mudanças nas propriedades 
toxicológicas do produto, sendo nesse caso o método de esterilização mais adequado. 


Quais são os métodos de inoculação usados para produtos farmacêuticos e dispositivos 
médicos? Descreva cada método. 


Resposta: O método de filtração por membrana é o método de escolha para os produtos 
farmacêuticos. Esse método consiste em recolher os microrganismos na superfície de um 
filtro com poros de tamanho de 0,45 um. Posteriormente, o filtro é segmentado e transferido 
para os meios de cultura adequados com tempo de incubação de 14 dias. Uma vez que 
esse procedimento promove muitas manipulações necessárias ocorre um aumento do ris- 
co de uma contaminação. Um sistema que vem para eliminar os problemas de manipula- 
ção excessiva e múltiplas etapas é o sistema fechado Sterility Testing System, denominado 
Steritest®. Este dispensa a preocupação do corte ou transferência da membrana, uma vez 
que a mesma está inserida no cartucho e nele permanece após a filtração do produto e 
as lavagens, recebendo então o meio de cultura sem que tenha que ser deslocada ou 
manuseada. 


O método de inoculação direta é o método de escolha para dispositivos médicos porque 
o dispositivo fica em contato direto com meios de ensaio por um longo período de incu- 
bação. Microrganismos viáveis que possam estar presentes no dispositivo devido a uma 
inadequada esterilização podem crescer e proliferar. O produto inteiro deve ser imerso no 
líquido de teste. Com grandes dispositivos, as áreas que entram em contato direto com o 
paciente devem ser imersos. Grandes cateteres, por exemplo, podem ser enchidos com 
o líquido teste antes da imersão. Em alguns casos os cateteres podem ser cortados para 
permitir a completa imersão. Depois de transferido para os meios de cultura adequados, 
incuba-se por 14 dias. 


Qual procedimento a ser seguido caso o teste de esterilidade de um determinado produto 
tenha apresentado ausência de esterilidade exigida? 


Resposta: Para cada teste de esterilidade positivo, o laboratório deve realizar uma investi- 
gação desse teste para determinar a validade do crescimento positivo. Essa investigação 
engloba os seguintes itens: 1) testar o ambiente da sala limpa, averiguando possíveis 
fontes contaminantes, 2) verificar os registros dos meios de esterilização, 3) verificar os re- 
gistros de treinamento técnico, 4) verificar pontos de dificuldade no procedimento do teste, 
5) verificar os controles de meios abertos e fechados e 6) verificar dados de amostragem 
técnico (contagens microbianas das luvas e/ou roupas de testes). 


Um novo teste do produto é permitido apenas se existir uma evidência convincente que a 
causa da inicial insuficiência de esterilidade foi induzida pelo laboratório. 


Um segundo teste de esterilidade requer o dobro do número original das amostras testadas. 


4. Quais são os controles utilizados no teste de esterilidade? 


Resposta: 


e Esterilidade dos meios de cultura — deve ser comprovada por incubação a 20-25 °C para 
o meio caseina-soja e a 30-35 °C para o meio de tioglicolato por até 14 dias, não devendo 
haver crescimento microbiano; 





e Capacidade promotora de crescimento do meio — deve ser realizada pela inoculação de 
10 a 100 células viáveis de microrganismo padrão. O meio é considerado satisfatório se 
apresentar evidência de crescimento (turvação) após três dias de incubação dos meios 
inoculados com bactérias e após cinco dias de incubação dos meios inoculados com 
fungos; 


Não interferência da amostra sobre o crescimento de microrganismos — deve ser com- 
provada inoculando-se de 10 a 100 células viáveis de microrganismo padrão em meios 
contendo ou não a amostra. Deve-se observar a equivalência de turbidez entre os tubos 
ao final de 14 dias de incubação nas condições definidas; 


e À análise de antimicrobianos — o sistema inativador deve idealmente ser compatível com 
a fisiologia de uma ampla gama de microrganismos. A eficácia de neutralização do an- 
timicrobiano/conservante e a ausência de toxicidade do sistema inativador específico é 
comprovada pelo teste de bacteriostase/fungistase, em que de 10 a 100 células viáveis de 
micro-organismo padrão são inoculadas em meios contendo ou não a amostra (antimicro- 
biano + neutralizador). Deve-se observar a equivalência de turbidez entre os tubos ao final 
de 14 dias de incubação nas condições definidas. 


e Controle microbiológico do ar — deve ser realizado pela exposição de placas de Petri 
contendo meio de cultura em ambiente asséptico. Pode-se ainda fazer a lavagem do ar 
em líquido estéril e realizar o teste de esterilidade desse líquido pelo método de filtração 
por membrana. A contaminação microbiológica deve ser inferior a 15 partículas viáveis por 
metro cúbico de ar. 


e Controle microbiológico do ambiente — deve-se inocular o material coletado com 
swabs em placas ou caldos padrão, que são posteriormente submetidos a contagem. 
Alternativamente, pode-se utilizar placas especiais RODACº (Replicated Organisms 
Detection and Counting), em que o nível de meio sólido está acima da borda, entrando em 
contato com as superfícies amostradas. A contaminação microbiológica não deve ultra- 
passar 12 partículas viáveis por metro quadrado de superfície. 
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OBJETIVOS DA APRENDIZAGEM 


O apropriado controle de qualidade de uma matéria-prima é crucial no que tange o 
processo de obtenção de uma forma farmacêutica acabada. Por exemplo, no simples ato 
de recebimento de uma matéria-prima, seja em uma indústria, farmácia ou ervanaria, está 
inserido um ponto importantíssimo no controle de qualidade das matérias-primas. É nesse 
momento que as mesmas devem ser recebidas por pessoal treinado e devem ser identifica- 
das, armazenadas, amostradas, analisadas conforme especificações, além de serem rotula- 
das quanto à sua situação (por exemplo, quarentena). Dessa forma, este capítulo tem como 
objetivo trazer ao aluno a vivência do controle de matérias-primas, colocando-o defronte a 
situações reais do profissional farmacêutico. Assim, serão abordados assuntos referentes aos 
diversos estágios da matéria-prima ao chegar na empresa, iniciando com o recebimento, 
em que são realizadas inspeções para verificar identificação, integridade e condições de 
limpeza da embalagem; seguido pela quarentena, e os ensaios de controle de qualidade 
para a consequente liberação das matérias-primas para a produção. Os ensaios, em geral, de 
matérias-primas sintéticas e fitoterápicas, estão legalmente estabelecidos nos compêndios 
oficiais. Serão abordados ensaios, instrumentais e não instrumentais, como ponto de fusão, 
densidade, solubilidade, pH, características organolépticas, índice de refração, entre outros, 
que são empregados para identificação das amostras. Quanto aos ensaios de pureza, serão 
abordados itens como impurezas inorgânicas, tais como teor de umidade, teor de substân- 
cias voláteis e não voláteis, teor de substâncias solúveis e insolúveis, teor de cinzas e ensaios 
limite, além dos ensaios de impurezas orgânicas. Adicionalmente, serão abordados os en- 
saios de potência, ou seja, como é realizado o doseamento do princípio ativo de interesse da 
matéria-prima. Finalmente, serão abordados os ensaios microbiológicos, como contagem de 








microrganismos viáveis totais, contagem de fungos e leveduras etc., necessários para essas 
amostras. Baseado nesse contexto, o aluno terá uma visão de todos os cuidados imprescin- 
díveis, bem como todas as avaliações que são necessárias durante o controle de qualidade 
de matérias-primas objetivando a obtenção de uma forma farmacêutica acabada adequada. 


INTRODUÇÃO 


Na tentativa de estabelecer procedimentos que assegurem a qualidade de um produto 
farmacêutico, tem sido adotada uma série de legislações e/ou normas tanto nacionais es- 
tabelecidas pela ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), quanto internacionais, 
como as estabelecidas pelo FDA (Food and Drug Administration). Segundo as Boas Práticas 
de Manipulação atuais da ANVISA, em relação às matérias-primas (RDC 33, 2015), exige-se 
que as mesmas sejam (i) colocadas em quarentena imediatamente após o recebimento, 
até que sejam liberados para uso; (ii) armazenadas nas condições apropriadas estabeleci- 
das pelo fabricante, de forma ordenada para permitir a segregação de lotes e rotação do 
estoque, obedecendo à regra “primeiro que expira, primeiro que sai”; (ili) adquiridas por 
uma equipe qualificada e treinada; (iv) adquiridas somente de fornecedores qualificados; 
(v) armazenadas em recipientes limpos e rotulados com as informações necessárias (nome 
da matéria-prima e o respectivo código interno de referência, quando aplicável; nome do 
fabricante e respectivo número de lote; quando aplicável, número do lote atribuído pelo 
fornecedor e o número do lote dado pela empresa no momento do recebimento; situação 
da matéria-prima no armazenamento — em quarentena, em análise, aprovado, reprovado, 
devolvido — e data de fabricação, data de reteste ou prazo de validade e quando aplicável, 
a data de reanálise) etc. 


Adicionalmente, as especificações das matérias-primas, bem como as exigências refe- 
rentes à embalagem e os procedimentos de reclamação e reprovação, devem estar esta- 
belecidas e dever ser discutidas com os fornecedores e fabricantes. Para cada entrega, os 
recipientes devem ser analisados visualmente quanto a possíveis danos na embalagem que 
acarretem dano ao produto, legibilidade do rótulo, quantidade solicitada e presença de laudo 
de análise do fornecedor. 





Antes que as matérias-primas sejam liberadas para uso, o responsável pelo controle de 
qualidade deve garantir que essas foram testadas quanto à conformidade com as espe- 
cificações. Todos os ensaios devem seguir procedimentos escritos e aprovados e devem 
ser realizados ensaios de identificação nas amostras retiradas de todos os recipientes de 
matérias-primas. No entanto, é permitido amostrar somente uma parte dos volumes quando 
um procedimento de qualificação de fornecedores tenha sido estabelecido para garantir que 
nenhum volume de matéria-prima tenha sido incorretamente rotulado. A isenção prevista no 
procedimento anterior não se aplica nos casos em que as matérias-primas são fornecidas por 
intermediários; quando as matérias-primas são fracionadas e quando forem matérias-primas 
utilizadas para produtos parenterais. 


Os padrões de qualidade, ou seja, as especificações que as matérias-primas de qual- 
quer origem (animal, vegetal, microbiana, mineral e sintética) devem atender para poderem 
ser utilizadas como fármacos ou excipientes estão descritas em códigos oficiais como 
Farmacopeias e Formulários Nacionais. Essas especificações devem estar descritas de forma 
precisa, completas e devem proporcionar detalhes específicos dos métodos de ensaio, do 
tipo de instrumento que se deve utilizar e dos métodos de amostragem. 


No Quadro 13.1 são apresentados exemplos de ensaios que podem ser realizados depen- 
dendo das especificações das matérias-primas durante o controle de qualidade das mesmas. 








QUADRO 13.1. Ensaios que sao conduzidos durante o controle de qualidade de 
matérias-primas 


Especificações 


Identificação: (i) testes químicos específicos, tais como detecção de grupamentos químicos, por 
exemplo sulfatos, cloretos, fosfatos; (ii) ponto de fusão; (iii) densidade; (iv) solubilidade; (v) pH; (vi) 
características organolépticas etc. 


Pureza: determinação de impurezas inorgânicas: (i) teor de água; (ii) teor de substâncias voláteis e 
não voláteis; (ili) ensaios limites de metais pesados, como ferro etc. 


Determinação de impurezas orgânicas: (i) teor de impurezas orgânicas voláteis etc. 


Doseamento: (i) titulometria; (ii) espectrometria; (iii) HPLC etc. 


Ensaios microbiológicos: (i) contagem de microrganismos mesófilos totais (bactérias e fungos), (ii) 
determinação de patógenos etc. 





As matérias-primas podem ser divididas em dois grupos: (i) ativas ou com atividades farma- 
cológicas e (ii) excipientes ou inertes. Dessa forma, as especificações, bem como os critérios 
de aceitabilidade a serem seguidos para cada um desses grupos podem variar largamente. 


Matérias-primas ativas ou com atividade farmacológica 


Uma vez que a natureza das substâncias ativas usadas na produção de medicamentos 
é muito variada, é impossível resumir os ensaios que devem ser efetuados nessas matérias- 
“primas. No controle de matérias-primas ativas é de fundamental importância a tolerância 
quanto ao grau de pureza entre amostras de matéria-prima proveniente de fontes diferentes. 
Em geral, as matérias-primas referidas nas farmacopeias devem apresentar grau de pureza 
superior a 97%. Nas suas especificações, inclui-se, normalmente, o doseamento, o intervalo 
de fusão, a perda por secagem, o resíduo de ignição, o teste de metais pesados, a pesquisa 
de impurezas específicas que são pertinentes de acordo com o método de síntese de cada 
matéria-prima. 


Matérias-primas empregadas como excipientes ou materiais inertes 


Os excipientes constituem frequentemente a maior parte da forma farmacêutica final. 
Assim, as suas características físicas, tais como a cor, o odor, sabor e a presença de substân- 
cias estranhas são tão importantes como a sua pureza química. Entre outras especificações 
importantes para os excipientes, encontram-se o tamanho das partículas, o teor em metais 
pesados, arsênio, selênio, o teor de umidade, o limite microbiológico, as substâncias estra- 
nhas, o resíduo de ignição e o pH. 

Com o objetivo de facilitar ao aluno o entendimento dos diferentes ensaios que são utili- 


zados durante o controle de qualidade de matérias-primas, serão descritos a seguir alguns 
desses que constam da Farmacopeia Americana. 





ENSAIOS DE IDENTIFICAÇÃO 


Os ensaios de identificação visam confirmar a identidade da matéria-prima e podem ser 
empregados testes gerais de identificação de grupamentos químicos por reações químicas 
(como acetato, carbonato etc.), e testes como características organolépticas, solubilidade, 
ponto de fusão etc. 





Testes de identificação gerais 


Os testes de identificação gerais são frequentemente mencionados nos compêndios ofi- 
ciais e não são aplicáveis a misturas de substâncias. Alguns exemplos são descritos a seguir. 


e Acetato: o aquecimento do ácido acético ou de um acetato com ácido sulfúrico e álco- 
ol, produz acetato de etila que é facilmente reconhecido por seu odor característico. 
A adição de cloreto férrico a soluções neutras de acetatos produz coloração vermelha 
escura que é destruída pela adição de ácidos minerais. 


e Carbonato: a adição de ácidos a carbonatos e bicarbonatos produz efervescência e 
a emissão de um gás que ao passar por uma solução de hidróxido de cálcio produz 
imediatamente um precipitado branco. 


e Ferro: Compostos férricos e ferrosos em solução produzem um precipitado preto quan- 
do em contato com solução de sulfeto de amônio. Este precipitado é dissolvido por 
solução fria de ácido clorídrico 3 N com a emissão de sulfeto de hidrogênio. 


e Nitrato: quando uma solução de um nitrato é misturada na mesma proporção com 
ácido sulfúrico, a mistura é resfriada, e uma solução de sulfato ferroso é adicionada, 
uma coloração marrom é produzida na junção dos dois líquidos. O aquecimento de um 
nitrato com ácido sulfúrico e cobre metálico emite uma fumaça vermelha-acastanhada. 
Nitratos não causam descoloração de soluções ácidas de permanganato de potássio. 


Características organolépticas 


São as características das substâncias que podem ser percebidas pelos sentidos huma- 
nos como cor, odor, aparência etc. 


Por possuírem caráter subjetivo não podem ser utilizadas com fins analíticos, mas podem 
ser um indicativo da integridade e qualidade do material. 


Solubilidade 


O teste de solubilidade é baseado na constante físico-química de solubilidade (Ks), e no 
que se refere a ensaios de identificação, o teste de solubilidade é valido como ensaio comple- 
mentar de identidade. O planejamento para realização do teste deve ser realizado segundo 
indicação da monografia, podendo empregar solventes como água quente, água fria, álcool 
etílico absoluto, acetona, éter etc. 


A Farmacopeia Americana apresenta uma tabela relacionando duas colunas: uma com o 
termo descritivo da solubilidade obtida e outra associando a quantidade do solvente utilizado 
(mL) para uma parte do soluto (mg), conforme a Tabela 13.1. As matérias-primas devem ser 
colocadas em tubos de ensaio e adicionadas do solvente especificado na monografia e então 
se deve observar o resultado para encontrar o termo descritivo da solubilidade. 


Temperatura ou intervalo de fusão 


Segundo a definição da USP 30, a temperatura de fusão ou intervalo de fusão de um sólido 
é definido como o ponto da temperatura ou o intervalo de pontos de temperatura dentro do 
qual o sólido coalesce e é completamente fundido. 


O procedimento para a determinação da temperatura ou intervalo de fusão, bem como o 
aparato a ser utilizado, depende da natureza da substância. Os aparatos utilizados normal- 
mente são baseados em banho de parafina ou em bloco aquecedor. É importante a verifica- 
ção da exatidão do aparato utilizado e esta deve ser feita em intervalos adequados por meio 
do uso de um ou mais padrões de referência de ponto de fusão. 





Tabela 13.1. 


Parte do solvente requerido (mL) para uma 




















Termo descritivo parte do soluto (mg) 

Muito soluvel >1mL 

Livremente solúvel De 1 para 10 mL 

Solúvel De 10 para 30 mL 
Parcialmente solúvel De 30 para 100 mL 
Levemente solúvel De 100 para 1.000 mL 
Muito pouco solúvel De 1.000 para 10.000 mL 
Insolúvel De 10.000 para mais 


Procedimento: triturar a substância a ser testada até a obtenção de um pó muito fino. Se 
a substância possuir água de hidratação, submeter a secagem à temperatura indicada na 
monografia, ou se não possuir água de hidratação, secá-la em dessecador por pelo menos 
dezesseis horas. Preencher um tubo capilar de vidro, cuja extremidade inferior se encontra 
selada, com uma quantidade da substância suficiente para formar uma coluna de 2,5 a 3,5 
mm de altura, por meio de leves batidas em uma superfície sólida. A partir disso, seguir o 
procedimento descrito na farmacopeia, de acordo com o aparato utilizado (banho ou bloco 
aquecedor). 


A determinação do pH de uma matéria-prima deve ser feita de acordo com a descrição 
dada em sua monografia. Por exemplo, o pH medido de uma solução de carboximetilcelulose 
sódica 1% deve estar entre 6,5 e 8,5. 


Antes de determinar o pH de uma solução, entretanto, o peagômetro deve ser previamente 
calibrado para garantir a confiabilidade das leituras dos valores de pH. Para isso utilizam-se 
soluções-tampão (tetraoxalato de potássio 0,05 M, biftalato de potássio 0,05 M, fosfato equi- 
molar 0,05 M, tetraborato de sódio 0,01 M e hidróxido de cálcio saturado a 25 °C) cujo preparo 
encontra-se detalhado em compêndios oficiais. 


O procedimento consiste em selecionar duas soluções-tampão para calibração cuja di- 
ferença de pH não exceda 4 unidades e que contemple o valor esperado da solução a ser 
testada. Imergir o eletrodo na solução-tampão de calibração na mesma temperatura em que 
a solução a ser testada deve ser medida e ajustar o valor de pH para o valor tabelado. Lavar 
o eletrodo com várias porções da segunda solução-tampão de calibração, imergir o eletrodo 
e verificar o valor de pH, que deve estar dentro do intervalo de + 0,07 do valor tabelado para 
essa solução-tampão. Fazer ajustes de slope e temperatura até que o valor de pH medido 
seja idêntico ao tabelado. Repetir o procedimento de calibração até que as duas soluções- 
-tampão de referência forneçam valores de pH dentro do intervalo de + 0,02 unidades dos 
valores tabelados sem adicional ajuste de slope e temperatura. Quando o sistema estiver en- 
tão adequadamente calibrado, lavar o eletrodo com várias porções da solução a ser testada 
e medir o pH da amostra. 





Densidade ou peso específico 


A determinação da densidade é aplicável normalmente somente a líquidos e se baseia 
na razão entre o peso do líquido no ar a 25 °C e o volume equivalente de água à mesma 
temperatura. Se a monografia da substância indicar uma temperatura para determinação da 
densidade, esta será calculada como a razão entre o peso da substância no ar à temperatura 
indicada e o volume equivalente de água à mesma temperatura. A densidade é comumente 
expressa em g/cm? ou kg/mº. 


A Farmacopeia Americana descreve dois métodos para determinação da densidade: o 
método do picnômetro e o método do densimetro transdutor oscilante, sendo o primeiro o 
mais frequentemente utilizado. 


Procedimento: secar um picnômetro (cuidadosamente limpo) que foi previamente calibra- 
do, pela determinação do seu peso e do peso da água recém-fervida que ele contém a 
25 °C. Ajustar a temperatura do líquido para aproximadamente 20 °C e preencher o picnôme- 
tro. Ajustar a temperatura do picnémetro preenchido para 25 °C, remover qualquer excesso 
de líquido e pesar. Subtrair o peso do picnômetro vazio do peso do picnômetro preenchido 
com o líquido. A densidade é obtida dividindo o peso do líquido contido no picnômetro pelo 
peso da água que ele contem, ambos a 25 °C. 


Rotação óptica 


Diversas substâncias são opticamente ativas, ou seja, quando em solução possuem a ca- 
pacidade de desviar o plano da luz polarizada, sendo denominadas dextrógiras ou levógiras, 
se o desvio do referido plano se der para a direita ou esquerda, respectivamente. A medida 
da rotação óptica de uma substância, por meio de um polarímetro, pode ser o único meio 
conveniente de distinção entre isômeros opticamente ativos, sendo, portanto, um importante 
indicativo de identidade e pureza. 


Procedimento: na monografia da substância, sob o título rotação específica, encontra-se 
a descrição da solução-teste que deve ser preparada para a determinação das rotações 
ópticas. A rotação óptica é normalmente determinada a 589 nm e 25 °C, exceto quando a 
monografia indicar outra condição. Quando se utilizar um polarímetro fotoelétrico, uma única 
medida com correção do branco do solvente é feita. Quando um polarímetro visual é utilizado, 
deve ser feita a média de pelo menos cinco medidas, corrigidas com o branco do solvente 
no mesmo tubo. 


A temperatura da solução ou do líquido sob teste deve ser mantida dentro do intervalo de 
+ 0,5 °C do valor indicado. Usar a mesma célula para o branco e para a amostra. Manter a 
mesma orientação angular da célula para todas as leituras. Posicionar a célula de maneira 
que a luz a atravesse sempre da mesma maneira em todas as leituras. A rotação óptica é 
calculada em base seca quando a perda por dessecação for especificada na monografia ou 
em base anidra quando a água for especificada. 


A rotação óptica de uma amostra deve ser determinada dentro de 30 minutos da prepara- 
ção. As substâncias que reconhecidamente sofrem racemização ou mutarrotação requerem 
maior cuidado, devendo ser padronizados os tempos entre a adição do soluto ao solvente e 
a introdução da solução no polarímetro. 


Índice de refração 


O índice de refração de uma substância é a razão entre a velocidade da luz no vácuo e 
velocidade da luz na substância. 








A utilização de um refratômetro para determinar o indice de refração de um líquido permite 
a identificação da pureza do composto e, com a utilização de curvas de calibração, permite 
também a análise de misturas de dois líquidos. 


O indice de refração das substâncias é normalmente medido à temperatura de 25 °C. A 
temperatura deve ser cuidadosamente ajustada e mantida, já que o índice de refração varia 
significativamente com a temperatura. 


Para se conseguir exatidão teórica de + 0,0001, é necessária a calibração do instrumento 
contra um padrão fornecido pelo seu fabricante e verificar com frequência o seu controle de 
temperatura e limpeza, por meio da determinação do índice de refração da água destilada, 
que é de 1,3330 a 20 °C e 1,3325 a 25 °C. 


Viscosidade 


A viscosidade é uma propriedade dos líquidos que está relacionada à resistência ao es- 
coamento. Quanto maior a viscosidade do líquido mais lento é o escoamento. 


O método usual de medir a viscosidade envolve a determinação do tempo necessário para 
que um dado volume de líquido escoe através de um capilar, e os viscosimetros de Ostwald 
e Ubbelohde são os viscosímetros tubo-capilares mais utilizados. Outro tipo de instrumento é 
o viscosímetro rotacional que utiliza um pêndulo ou uma barra, que é imersa no material a ser 
testado e mede sua resistência ao movimento. 


A determinação da viscosidade ou da viscosidade aparente requer que a temperatura seja 
cuidadosamente controlada, devendo ser mantida no intervalo de + 0,1 °C, já que pequenas 
variações na temperatura podem alterar a viscosidade. 


Os procedimentos descritos abaixo são para os viscosímetros dos tipos Ostwald e 
Ubbelohde, que são os viscosímetros do tipo capilar mais utilizados. O primeiro passo na de- 
terminação da viscosidade, utilizando viscosímetros do tipo capilar, é realizar a calibração do 
instrumento, determinando sua constante k pelo uso de um óleo de viscosidade conhecida. 


e Viscosimetro do tipo Ostwald: preencher o tubo com a quantidade exata de óleo (ajus- 
tada para 20,0 + 0,1 °C). Ajustar o menisco da coluna de líquido no capilar ao nível 
da graduação superior com o auxílio de pressão ou sucção. Abrir tanto o tubo capilar 
quanto o tubo preenchido para que o líquido escoe para dentro do reservatório pela 
força da pressão atmosférica. A falha na abertura de qualquer um dos tubos irá pro- 
duzir falsos valores de viscosidade. Marcar o tempo, em segundos, que o líquido leva 
para escoar da marca superior à marca inferior no capilar. 


e Viscosímetro do tipo Ubbelohde: colocar uma quantidade de óleo (ajustado para 20,0 
+ 0,1 °C) no tubo de preenchimento e transferir para o tubo capilar por meio de sucção 
suave, assegurando que não haja formação de bolhas no líquido por meio do fecha- 
mento do tubo de ventilação de ar. Ajustar o menisco da coluna de líquido no capilar ao 
nível da graduação superior. Abrir o tubo capilar e o tubo de ventilação a fim de permitir 
que o líquido escoe para o reservatório pela pressão atmosférica. A falha na abertura 
do tubo de ventilação antes da liberação do tubo capilar produzirá falsos resultados. 
Marcar o tempo, em segundos, que o líquido leva para escoar da marca superior à 
marca inferior no capilar. 


Cálculos: calcular a constante k do viscosimetro pela equação: 
k = v/dt 


na qual v é viscosidade do líquido em centipoises, d é a densidade do líquido e t é o tempo 
em segundos necessário para que o líquido passe da marca superior à marca inferior. 





Nota: viscosimetros submetidos a reparos devem ser recalibrados, pois podem ocorrer 
mudanças no valor de sua constante k. 


Outros testes de identificação 


Existem ainda outros ensaios utilizados para identificação de fármacos e excipientes, os 
quais envolvem aparelhagem específica, tais como espectrometria UV/visível, espectrometria 
de infravermelho, espectrometria de massas, ressonância magnética nuclear, raios X e méto- 
dos cromatográficos, como cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia líquida 
de alta eficiência (CLAE), cromatografia gasosa (CG), eletroforese capilar, entre outras. 


As técnicas mais utilizadas na prática de análise farmacêuticas são espectrometria UV/ 
visível, espectrometria de infravermelho próximo, CCD, CLAE e CG. As demais técnicas, de- 
vido à complexidade das análises e custo de equipamentos e reagentes, são mais utilizadas 
na pesquisa científica. 


A espectrometria UV/visivel permite a avaliação do espectro de determinadas substâncias 
e esse espectro é específico para cada substância devido a suas características estruturais, 
sendo chamado de “impressão digital” da substância. Tem o inconveniente de precisar de 
amostras puras, pois misturas de substâncias causam interferências nas medidas. 


Já as técnicas cromatográficas, CCD, CLAE e CG, podem ser empregadas para misturas 
de substância, uma vez que também são técnicas de separação de substâncias. A identi- 
ficação é feita por comparação da distância de retenção (CCD) ou tempo de eluição das 
amostras (CLAE e CG), sempre comparando com uma substância padrão com identidade e 
pureza estabelecidas previamente. 


A espectrometria de infravermelho próximo tem-se destacado entre todas as técnicas nos 
últimos anos. Permite a avaliação rápida e precisa das amostras sem nenhum tratamento pré- 
vio. Possibilita a realização de análises não destrutivas empregando métodos quimiométricos 
para análise dos resultados. 


Maiores informações sobre essas técnicas podem ser obtidas em outros capítulos cons- 
tantes neste livro. 


ENSAIOS DE PUREZA 


Impurezas inorgânicas 


Teor de água 


O método mais utilizado é a titulometria direta pelo processo de Karl-Fischer que se baseia 
na reação quantitativa da água com uma solução anidra de dióxido de enxofre e iodo na 
presença de um tampão que reage com íons hidrogênio. 


O reagente de Karl-Fischer originalmente preparado com excesso de metanol é pouco 
estável e exige padronização frequente. Atualmente está disponível comercialmente uma so- 
lução reagente de Karl-Fischer cuja estabilidade foi aumentada pela substituição do metanol 
por 2-metóxi-etanol, 2-clor-etanol, ou trifluorometanol. 


Qualquer aparato pode ser utilizado, desde que possibilite a eliminação da umidade at- 
mosférica e a determinação do ponto final da titulação. A titulação da substância pode ser 
realizada diretamente pelo reagente de Karl-Fischer ou pode ser aplicado o procedimento de 
titulação residual. O ponto final da titulação direta de soluções incolores pode ser observado 
pela mudança de cor da solução que passa de amarelo-canário para âmbar, e o contrário é 
observado quando a substância é titulada residualmente. Entretanto, a forma mais comum é 











determinar o ponto final da titulação com o emprego de eletrodos. Os instrumentos disponi- 
veis comercialmente normalmente consistem de um sistema fechado composto de uma ou 
duas buretas automáticas e um recipiente de titulação firmemente fechado que contém os 
eletrodos necessários (eletrodo de platina, por exemplo) e um agitador magnético. A atmos- 
fera do sistema é mantida seca pelo uso de um dessecante e o recipiente de titulação pode 
ser purgado por meio de uma corrente de nitrogênio ou ar seco. 


Procedimento: a amostra deve ser composta de quantidade exatamente conhecida da 
substância que contenha aproximadamente de 10 a 250 mg de água. Transferir de 35 a 40 
mL de metanol, ou outro solvente adequado, para o recipiente de titulação e titular com o 
reagente de Karl-Fischer até que toda a água que possa estar presente no solvente seja con- 
sumida na reação. Desconsiderar o volume consumido, já que este não entra nos cálculos. 
Adicionar rapidamente a amostra, misturar e titular novamente com o reagente de Karl-Fischer 
até o ponto final. 


Titulação azeotrópica 


Outro método para determinação de água é a destilação azeotrópica. Nesse método, a 
amostra é colocada juntamente com tolueno em um recipiente e a água presente na amostra 
é destilada juntamente o com tolueno, com auxílio de um condensador de refluxo. A água 
e o solvente destilados são coletados em um tubo coletor e após a separação destes dois 
solventes imiscíveis, o volume de água depositado no tubo receptor é verificado. 


Além desses métodos, atualmente têm sido muito utilizadas as balanças de infravermelho 
para determinação de água, as quais se baseiam no aquecimento da amostra com raios 
infravermelhos e subsequente evaporação da água e pesagem. 


Teor de substâncias voláteis (perda por dessecação) 


Este procedimento determina a quantidade de qualquer tipo de matéria volátil que é elimi- 
nada sob condições especificadas (aquecimento) na monografia da substância. 


Para isso, pesar exatamente entre 1 e 2 gramas da substância a ser testada ou a quan- 
tidade indicada na sua monografia. Caso a substância esteja na forma de cristais maiores, 
esta deve ser triturada a fim de se obter um pó mais fino. Tarar um pesa-filtro, previamente 
dessecado por 30 minutos nas mesmas temperaturas a serem utilizadas na determinação 
e distribuir a substância de maneira homogênea, agitando-a suavemente de modo a formar 
uma camada de aproximadamente 5 mm de espessura ou até 10 mm para substâncias volu- 
mosas, tampar e determinar o peso do conjunto. Colocar o pesa-filtro na estufa, removendo 
a tampa, mas deixando-a também na estufa. Secar a substância à temperatura e tempo 
especificados na monografia. Uma vez aberta a estufa, colocar a tampa no pesa-filtro e 
deixar que atinjam a temperatura ambiente em um dessecador antes de determinar o peso 
do conjunto novamente. 


Como exemplo, podemos citar o sulfato de gentamicina, cuja monografia na USP 30 de- 
termina que esta não pode perder mais de 18% de seu peso, ao ser secada a vácuo, com 
pressão que não exceda 5 mm de mercúrio à 110 °C por 3 horas. 


Resíduo por ignição ou teor de cinzas 


O teste de resíduo por ignição/cinzas sulfatadas é usualmente utilizado para determinar a 
quantidade de impurezas inorgânicas (como metais) em uma substância orgânica. Mede a 
quantidade de resíduos não voláteis em uma amostra quando esta é incinerada na presença 
de ácido sulfúrico. 





Procedimento: calcinar um cadinho a 600 + 50 °C por 30 minutos, deixar resfriar em um 
dessecador e determinar exatamente seu peso. Pesar entre 1 e 2 gramas da substancia 
ou a quantidade designada na monografia, adicionar no cadinho, umedecer com cerca de 
1 mL de ácido sulfúrico e aquecer a temperatura branda até que a amostra fique comple- 
tamente queimada. Resfriar, umedecer novamente com 1 mL de ácido sulfúrico, aquecer 
brandamente até que não haja desprendimento de fumaça branca e incinerar completa- 
mente todo o resíduo a 600 + 50 °C. Garantir que não haja formação de chamas durante 
todo o procedimento. Resfriar o cadinho em um incinerador, pesar exatamente e calcular a 
porcentagem de resíduo. 


Se a quantidade de resíduo obtido exceder o limite especificado na monografia, umedecer 
novamente a amostra com ácido sulfúrico, aquecer e incinerar como descrito acima, durante 
30 minutos, até que os resultados de duas pesagens consecutivas não sejam diferentes entre 
si por mais de 0,50 miligramas ou até que a porcentagem de resíduo esteja em acordo com o 
limite estabelecido na monografia. 


Ensaios-limite 


Os ensaios-limite são ensaios quantitativos ou semiquantitativos que visam identificar as 
impurezas presentes em fármacos. 


Na USP 30 estão descritos os ensaios limite para alumínio, arsênico, cloreto e sulfato, 
dimetilanilina, 4-epianidro-tetraciclina, metais pesados, ferro, chumbo, mercúrio, selênio, 
substâncias prontamente carbonizáveis e resíduo por incineração. Aqui citaremos o ensaio- 
-limite para o ferro como exemplo. Vale ressaltar que existem métodos instrumentais para de- 
terminação de metais pesados, arsênio, selênio e outros, como espectrometria de absorção 
atômica de chama, espectrometria de absorção ou de emissão atômica e a espectrometria 
de emissão óptica por plasma indutivamente acoplado. Esses métodos instrumentais permi- 
tem a identificação e o doseamento simultâneo desses elementos, possibilitando estabelecer 
limites diferenciados para elementos com características mais tóxicas, como chumbo, arsênio 
e mercúrio, por exemplo. 


Ferro 


Este teste visa demonstrar que o conteúdo de ferro, seja na forma férrica ou ferrosa, 
presente na amostra não excede os limites estabelecidos na monografia da substância. A 
determinação é feita visualmente pela comparação da amostra com uma solução controle 
preparada com uma solução padrão de ferro. 


Procedimento: solução padrão de ferro: dissolver 863,4 mg de sulfato de amônio férri- 
co em água, adicionar 10 mL de ácido sulfúrico 2 N e diluir com água para o volume de 
100 mL. Pipetar 10 mL dessa solução para um recipiente volumétrico de 1.000 mL, adicionar 
10 mL de ácido sulfúrico 2 N, completar o volume com água e misturar. Essa solução contém 
o equivalente a 0,01 mg (10 Lg) de ferro por mL. 


Solução de tiocianato de amônio: dissolver 30 g de tiocianato de amônio em água para 
obter 100 mL de solução. 


Preparação da solução-padrão: em um tubo para comparação de cor de 50 mL, pipetar 1 
mL da solução-padrão de ferro, diluir com água até 45 mL, adicionar 2 mL de ácido clorídrico 
e misturar. 

Preparação da solução teste: em um tubo para comparação de cor de 50 mL adicione 


a solução da amostra a ser testada conforme descrito em sua monografia individual e se 
necessário dilua com água para obter o volume de 45 mL; ou dissolva em água para obter 








com volume de 45 mL a quantidade em gramas da amostra calculada de acordo com a 
equação 13.1: 


[1,0/(1000.L) 
em que L é o limite de ferro em porcentagem. Adicionar 2 mL de ácido clorídrico e misturar. 


Em cada um dos tubos adicionar 50 mg de cristais de peroxidisulfato de amônio, 3 mL de 
solução de tiocianato de amônio e misturar. A coloração da preparação da solução teste não 
deve ser mais escura do que a preparação da solução-padrão. 


As impurezas orgânicas podem ser divididas em impurezas intrínsecas ou extrínsecas. As 
impurezas intrínsecas podem ser decorrentes de processos de decomposição (p. ex., ácido 
salicílico em ácido acetilsalicílico). As impurezas extrínsecas decorrem de contaminação 
ambiental ou falhas de processo de purificação. Podem estar associadas ao processo de 
obtenção do produto. 


Impurezas orgânicas são relativamente particulares para cada insumo farmacêutico, 
apresentando grandes diferenças de estruturas químicas entre uma impureza e outra e 
consequentemente de propriedades químicas e físico-químicas. Assim, torna-se inviável a 
elaboração de métodos gerais para determinação das mesmas. 


Teor de impurezas orgânicas voláteis 


Solventes orgânicos são utilizados nos processos de síntese e purificação de fármacos 
e excipientes e podem permanecer como resíduos, oferecendo riscos à saúde. Portanto, é 
necessário garantir que esses solventes orgânicos residuais (as impurezas orgânicas volá- 
teis) presentes nos insumos farmacêuticos estejam dentro de intervalos aceitáveis estipulados 
pelas agências regulatórias. 


Os solventes residuais foram avaliados e colocados em três classes de acordo com o risco 
que oferecem à saúde: 


e Classe 1: solventes a serem evitados. Ex.: benzeno, tetracloreto de carbono. 
e Classe 2: solventes a serem limitados. Ex.: acetonitrila, hexano, metanol. 
e Classe 3: solventes com baixo potencial tóxico. Ex.: acetona, etanol, acetato de etila. 


A identificação, o controle e a quantificação dos solventes residuais das classes 1 e 2 
são feitos por cromatografia gasosa e o procedimento detalhado se encontra-se descrito em 
compéndios oficiais, como as Farmacopeias Americana e Europeia. Já os solventes residuais 
de classe 3 são determinados no ensaio de perda por dessecação. 


Ensaios de potência ou doseamento 


Os ensaios de potência ou de doseamento têm como objetivo determinar o teor de subs- 
tância ativa na matéria-prima. Cada matéria-prima apresenta especificação do teor aceitável 
como, por exemplo, o teor de maleato de enalapril que deve ser de 98% a 102%. Diversos 
métodos de doseamento podem ser empregados para essa finalidade. Esses métodos podem 
envolver reações químicas específicas, como volumetria em meio não aquoso e as titulações 
potenciométricas. Outros métodos estão relacionados com as propriedades físico-químicas 
das substâncias a serem testadas, como a espectrometria no UV-visível e cromatografia. Os 
métodos cromatográficos se estendem desde cromatografia em camada delgada (CCD), cro- 
matografia gasosa (CG), cromatografia líquida e cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 
Para maiores informações em relação aos métodos cromatográficos consultar referência 9. 





Uma abordagem completa com relação às técnicas envolvidas nos ensaios de doseamen- 
to pode ser encontrada em outros capítulos presentes neste livro. 


Outros testes e determinações 
Índice ácido (ácidos graxos livres) 


Pesar aproximadamente dez gramas da amostra a ser testada (massa exatamente co- 
nhecida) e dissolver em 50 mL de uma mistura composta por partes iguais de etanol e éter. 
Essa mistura deve ter sido previamente neutralizada com solução de hidróxido de sódio 0,1 
N e fenolftaleina como indicador. Caso a amostra não se dissolva no solvente frio, conecte 
o frasco a um condensador adequado e aqueça vagarosamente, agitando sempre até que 
a amostra se dissolva. Adicionar 1 mL de solução indicadora de fenolftaleína e titular com 
solução de hidróxido de sódio 0,1 N até que a solução permaneça rosada após 30 segundos 
de agitação. Calcular o valor ácido empregando a equação 13.2: 


56,1 V x NW, 


em que Ve N são o volume e a normalidade da solução de hidróxido de sódio utilizado na 
titulação, e Wé o peso em gramas da amostra. 


Observações: 


Se a titulação consumir um volume inferior a 2 mL de hidróxido de sódio 0,1 N, utilizar um 
titulante mais diluído ou ajustar a quantidade de amostra adequadamente. 


Se o óleo foi previamente saturado com dióxido de carbono com a finalidade de conser- 
vação, cuidadosamente submeta ao refluxo a solução álcool/éter por 10 minutos antes 
da titulação. O dióxido de carbono também pode ser eliminado do óleo se este for 
colocado em um dessecador a vácuo por 24 horas antes de ser pesado. 


Índice de iodo 


Pesar uma quantidade exatamente conhecida da amostra, transferir para um balão de 
iodo de 250 mL e dissolver em 10 mL de clorofórmio. Adicionar 25 mL de solução de bro- 
meto de iodo, tampar o frasco firmemente e deixar em repouso por 30 minutos protegido da 
luz, agitando de vez em quando. Adicionar então, na seguinte ordem, 30 mL de iodeto de 
potássio e 100 mL de água. Titular o iodo liberado com tiossulfato de sódio 0,1 N, agitando 
cuidadosamente após cada adição de tiossulfato. Quando a coloração do iodo se tornar 
bem pálida, adicionar 3 mL de solução indicadora de amido e continuar a titulação com 
o tiossulfato de sódio até que a coloração azul seja consumida. Ao mesmo tempo, fazer a 
determinação do branco da mesma maneira, com as mesmas quantidades dos mesmos 
reagentes. 


A quantidade de amostra a ser pesada depende do valor esperado para o seu índice de 
iodo, conforme a Tabela 13.2. 
Calcular o indice de iodo empregando a equação 13.3. 
[126,9 (Vs — Vs)NJ/10W 
onde, 126,9 é a massa molar do lodo; Vz; e Vs são os volumes, em mL, de tiossulfato de sódio 
0,1 N, consumidos na titulação do branco e da amostra, respectivamente; N é a normalidade 
exata da solução de tiossulfato de sódio; e W é o peso em gramas da amostra. 


Observação: se mais da metade da solução de brometo de iodo for consumida pela quan- 
tidade de amostra tomada, repetir o ensaio, utilizando menor quantidade da amostra. 




















a5 3,000 
5-20 1,000 
21-50 0,400 
51-100 0,200 
101-150 0,130 
151-200 0,100 


Adaptado de USP30-NF25. 


Índice de saponificação 


O índice de saponificação é expresso como o valor em miligramas de hidróxido de potás- 
sio necessário para neutralizar e saponificar os ésteres contidos em 1 grama da substância. 


Pesar uma quantidade conhecida da amostra entre 1,5 e 2 gramas em um balão de vidro 
de 250 mL e adicionar 25 mL de solução alcoólica de hidróxido de potássio 0,5 N. Conectar 
o balão, aquecido por banho de vapor, a um condensador e manter a solução em refluxo por 
30 minutos, sob rotação constante. Adicionar 1 mL de solução indicadora de fenolftaleina e 
titular o excesso de hidróxido de potássio com ácido clorídrico 0,5 N. Fazer a determinação 
de um branco sob as mesmas condições. Calcular o índice de saponificação empregando a 
equação 13.4. 

[VS — VB] 56, 1N/W 
em que 56,1 é o peso molecular do hidróxido de potássio ; Vs e V, são os volumes, em mL, 
de ácido clorídrico 0,5 N, consumidos na titulação da amostra e do branco, respectivamente; 
N é a normalidade exata da solução ácido clorídrico; e W é o peso em gramas da amostra. 

Observação: se a amostra foi saturada com dióxido de carbono com a finalidade de con- 
servação, esta deverá ser mantida em dessecador por 24 horas antes de ser pesada. 


Ensaios microbiológicos 


O controle microbiológico de matérias-primas segue as determinações estabelecidas 
para produtos não estéreis. E preciso analisar a presença de microrganismos mesófilos totais 
(bactérias e fungos) e dos seguintes patógenos: Pseudomonas aeruginosas, Staphylococcus 
aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli. Os compêndios oficiais, tais como Farmacopeia 
Brasileira, 52 edição, ou Farmacopeia Europeia, dentre outros, descrevem as metodologias 
recomendadas para a determinação desses contaminantes microbiológicos. Os limites máxi- 
mos aceitáveis de contaminantes para matérias-primas ou base galênica estabelecidos pela 
Farmacopeia Brasileira, 52 edição, são: 

a) Bactéria aeróbicas totais 10º UFC/g, ou mL. 

b) Fungos e leveduras totais 10? UFC/g, ou mL. 

c) Ausência de Escherichia coliem 1 g, ou mL. 
d) 
) 


e) Ausência de Staphylococous aureus em 1 g, ou mL. 


Ausência de Pseudomonas aeruginosa em 1 g, ou mL. 


f) Ausência de Salmonella spp. em 10 g, ou 10 mL. 
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Estudo de caso 


1. Marque Verdadeiro (V) ou Falso (F): 


(F) No método de determinação de agua por método volumétrico (Karl Fischer), a amostra 
é dessecada a 100-105 °C, até peso constante. 


(F) A destilação azeotrópica é baseada na reação quantitativa dos íons hidrogênio da 
água com solução anidra de dióxido de enxofre e iodo na presença de tampão. 


(F) O método de determinação de cinzas totais destina-se à determinação de sílica e cons- 
tituintes silícicos da droga. 


(V) O ensaio-limite para cloretos se baseia na reação de precipitação do íon cloreto por 
nitrato de prata, em meio ácido. 


(V O ensaio-limite para sulfatos se baseia na reação de precipitação do SO; pelo BaCl, 
em meio ácido. 


(V) A absorção da luz branca por moléculas orgânicas compreende três tipos de energia: 
rotacional, vibracional e eletrônica. 


(F) A identificação do princípio ativo (fármaco) não é um quesito básico para eficácia e 
segurança de um produto. 


(V) O teste de solubilidade é utilizado para fins de identificação e avaliação de grau de 
pureza de fármacos. 


(F) A cromatografia é uma técnica que possibilita a identificação de fármacos, mas não é 
possível verificar sua pureza. 


(F) O teste de determinação do ponto de fusão é utilizado apenas para identificação de 
fármacos. 


2. Relacione as colunas abaixo: 
A) Método gravimétrico. 
B) Método volumétrico (Karl Fischer). 
C) Destilação azeotrópica. 
A) A amostra é dessecada a 100-105 °C, até peso constante. 


( 
(B) Baseado na reação quantitativa dos íons hidrogênio da água com solução anidra de 
dióxido de enxofre e iodo na presença de solução-tampão. 


(C)A amostra é colocada juntamente com tolueno. 


3. Marque Verdadeiro (V) ou Falso (F): 


(V) As cinzas totais incluem cinzas fisiológicas e cinzas não-fisiológicas, provenientes de 
materiais estranhos. 


(F) O método de determinação de cinzas totais se destina à determinação de sílica e 
constituintes silícicos da droga. 


(V) O ensaio-limite para cloretos se baseia na reação de precipitação do íon cloreto por 
nitrato de prata, em meio ácido. 


(F) O ensaio-limite para cloretos se baseia na reação de precipitação pelo BaCl, 


(V) A absorção da luz branca por moléculas orgânicas compreendem três tipos de ener- 
gia: rotacional, vibracional e eletrônica. 








4. Correlacione as colunas abaixo: 


A) Ensaio-limite de sulfato. 


F) É necessário cloreto de estanho para que ocorra a reação. 


B) Ensaio-limite de cloreto. 

C) Ensaio-limite de amônia. 

D) Ensaio-limite de ferro. 

E) Ensaio-limite de metais pesados 

F) Ensaio-limite de arsênio. 

(C)Baseia-se na reação com reagente de Nessler. 

(A) Envolve reações de precipitação com cloreto de bário. 
(B) Os íons formam precipitado com nitrato de prata. 
(D)Utiliza sulfato férrico amoniacal dodecaidratado como padrão. 
( 

( 


E) Utiliza nitrato de chumbo como padrão. 
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OBJETIVOS DA APRENDIZAGEM 


As formas farmacêuticas sólidas representam uma alternativa preferencial para a indús- 
tria farmacêutica e para o paciente, uma vez que são produzidos com maior facilidade, são 
de fácil administração e possuem maior estabilidade em relação às formas farmacêuticas 
líquidas. Neste capítulo, será abordado o controle da qualidade das formas farmacêuticas 
sólidas, uma vez que, assim como as demais formas farmacêuticas, devem atender a uma 
série de especificações a fim de garantir a segurança e eficácia das mesmas. Ao serem 
abordados os métodos de análise farmacopeicos aceitos pela ANVISA destinados a essas 
formas farmacêuticas, será realizada paralelamente uma análise sobre a importância de cada 
ensaio na biodisponibilidade do produto final. Primeiramente serão apresentados os ensaios 
de identificação, granulometria e ângulo de repouso, teor de umidade, pH e peso para os 
pós e grânulos. Para comprimidos e cápsulas serão abordados os ensaios de dureza, unifor- 
midade de conteúdo, friabilidade, peso médio, desintegração e dissolução. Também serão 
abordados os ensaios microbiológicos exigidos para essas formas farmacêuticas. Todas as 
informações presentes no capítulo serão provenientes de fontes atuais que estejam de acordo 
com as especificações estabelecidas pela legislação. 


INTRODUÇÃO 


Dos medicamentos que são administrados oralmente, as formas sólidas são preferidas, 
pois os comprimidos e cápsulas constituem formas farmacêuticas unitárias, permitindo a 
administração de uma única dose exata do fármaco. Além de comprimidos e cápsulas, as 
formas farmacêuticas em pó e em grânulos estão disponíveis no mercado e também serão 





abordados neste capitulo. No entanto, vale lembrar que essas formas farmacéuticas também 
constituem parte do processo de obtenção de comprimidos e algumas vezes de cápsulas, 
sendo necessária a avaliação de alguns parâmetros relacionados a essas formas farmacêuti- 
cas durante o controle do processo de obtenção de cápsulas e comprimidos com qualidade. 


Existe uma grande variedade de tipos de comprimidos, pós e grânulos de acordo com 
suas características intrincas ou forma de uso. Dessa forma, os comprimidos podem ser clas- 
sificados em mastigáveis, efervescentes, sublinguais, de liberação lenta, prolongada ou de 
liberação imediata. Da mesma maneira, os pós podem ser classificados em pó para uso exter- 
no, insuflações, pós secos para inaladores, pós solúveis, pó para uso parenteral, entre outros. 


De acordo com o tipo de comprimido, pó ou granulo e seu uso indicado, as especificações 
dos diferentes testes de controle de qualidade podem variar. Por exemplo, para comprimi- 
dos de liberação prolongada, é extremamente necessário garantir a liberação modulada dos 
ativos dessa forma farmacêutica. Uma liberação muito rápida de seu ativo poderia resultar 
em efeitos adversos ou tóxicos para o paciente. De forma inversa, comprimidos de liberação 
imediata devem liberar seu ativo de modo rápido, pois espera-se um efeito rápido do seu 
ativo. No caso de pós e grânulos, é necessário monitorar e garantir a adequada granulometria 
destas formas farmacêuticas, pois estas características estão, em geral, relacionadas com a 
solubilidade e absorção dos princípios ativos pelo organismo. Por outro lado, a determinação 
da granulometria, assim como umidade de pós e grânulos, são parâmetros importantes a se- 
rem monitorados no controle de processo na obtenção dos diferentes tipos de comprimidos. 
A umidade e granulometria influenciam no fluxo do pó ou grânulo nas diferentes máquinas 
envolvidas no processo de produção. Adicionalmente, esses parâmetros também podem in- 
fluenciar na compressão, dureza e friabilidade de comprimidos e, portanto, podem influenciar 
na biodisponibilidade dos princípios ativos presentes no comprimido. 


A seguir estão descritos métodos envolvidos no controle de qualidade de pós, grânulos, 
comprimidos e cápsulas, ressaltando que alguns ensaios podem ser aplicados na forma far- 
macêutica acabada, ou durante o processo de obtenção da forma farmacêutica. 


CONTROLE FÍSICO 


Pós e grânulos 


Os pós são preparações farmacêuticas sólidas constituídas de fármacos e ou substâncias 
químicas finamente divididas e na forma seca. Podem ser destinados tanto ao uso interno, por 
exemplo a ampicilina solúvel em pó (uso veterinário), quanto ao uso externo, como a nistatina 
tópica em pó, utilizada no tratamento de infecções micóticas. 


Os grânulos são aglomerados de partículas menores que são preparados, via de regra, 
pelo umedecimento de um pó ou mistura de pós que formam uma massa, que por sua vez 
é tamisada a fim de se obter o tamanho desejado dos grânulos. Para que essas formas far- 
macêuticas sejam eficazes, elas devem ser uma mistura homogênea de todos os seus com- 
ponentes, devem possuir o tamanho de partícula mais vantajoso, além de atender a outros 
requisitos específicos. 


Granulometria 


O método tem por objetivo estimar a distribuição total de tamanho de partícula. O método 
utiliza peneiras analíticas feitas de fios entrelaçados, que formam malhas com aberturas de 
dimensão específica, presas às bases de cilindros abertos (normalmente de aço inoxidável). 
Essas peneiras são empilhadas umas sobre as outras em ordem crescente de abertura das 








malhas e o pó é então colocado sobre a peneira do topo, ou seja, sobre a peneira com a malha 
de maior abertura. O conjunto de peneiras é submetido à agitação mecânica por um período 
padronizado e então o peso do material retido em cada peneira é exatamente determinado. 


Na determinação da granulometria do material, as peneiras são selecionadas de modo a 
abranger todo o intervalo de tamanho de partículas que podem estar presentes no mesmo. A 
Tabela 14.1 apresenta as dimensões dos orifícios dos tamises e seus números. 


Procedimento: Se a quantidade de material a ser utilizado no teste não for designada na mo- 
nografia, pesar entre 25 e 100 gramas, dependendo da densidade do material. Primeiramente, 
pesar e anotar o peso de cada uma das peneiras. Colocar o material, exatamente pesado, 
sobre a peneira do topo da pilha e tampar. Agitar o conjunto por cinco minutos. Remover cui- 
dadosamente cada peneira da pilha para que não ocorra perda do material. Pesar novamente 
cada peneira e determinar o peso do material em cada uma delas. Determinar também o peso 
do material depositado no coletor. Remontar o conjunto e submeter novamente a agitação 
por cinco minutos. Remover e pesar cada peneira como descrito anteriormente. Repetir esse 
procedimento até o ponto final da análise, ou seja, até que o peso das peneiras não varie mais 
do que 5% ou 0,1 g em relação à última pesagem (se uma das peneiras contiver menos de 5% 
do peso total do material a variação aceitável é de até 20% para essa peneira). Ao completar 
a análise, reconciliar os pesos do material e avaliar a perda, que não deve ser superior a 5% 
em relação ao peso original do material. Repetir a análise com uma nova amostra utilizando 
um tempo de peneiramento único que deve ser igual à somatória dos tempos obtidos acima. 





Tabela 14.1. 






































Orificio do tamis Número do tamis Orificio do tamis Número do tamis 
4,00 mm 5 355 um 45 
3,35 mm 6 300 um 50 
2,80 mm if 250 um 60 
2,36 mm 8 212 um 70 
2,00 mm 10 180 um 80 
1,70 mm 12 150 um 100 
1,40 mm 14 125 um 120 
1,18 mm 16 106 um 140 
1,00 mm 18 90 um 170 
850 um 20 75 um 200 
710 um 25 63 um 230 
600 um 30 53 ym 270 
500 um 39 45 um 325 
425 um 40 


Adaptada de USP30-NF25. 





Confirmar que esse tempo esta em concordancia com os critérios anteriormente descritos. 
Quando esse tempo for validado, para o material, ele poderá ser usado nas análises futuras 
do mesmo. 


É importante que o teste seja conduzido em condições em que não haja perda ou ganho 
de umidade pela amostra, o que poderia influenciar os resultados. 


Interpretação dos resultados: A classificação da espessura do pó é feita com base na me- 
nor abertura da malha através da qual uma quantidade específica de pó passa (Tabela 14.2). 


Outra classificação, menos informativa, também pode ser dada ao material conforme os 
critérios descritos na Tabela 14.3. 


Finalmente, a limpeza das peneiras deve ser cuidadosa, de maneira a preservar a inte- 
gridade da malha. O ideal é que a limpeza seja feita usando apenas jato de ar ou água. Em 
último caso pode ser utilizado um pincel ou escova, se alguma abertura permanecer ainda 
obstruída. 


Ângulo de repouso 


O ângulo de repouso é uma medida relacionada às propriedades de fluxo de um material. 


Existem várias maneiras de se determinar o ângulo de repouso. Um dos métodos mais 
comuns é o método do funil fixo em que um funil é fixado com sua extremidade a uma dada 
altura (H) acima de uma superfície horizontal na qual está colocado um papel milimetrado, 
e o pó ou granulado é derramado cuidadosamente através do funil até que o ápice da pilha 
formada toque essa ponta (Fig. 14.1). 





Tabela 14.2. 

Classificação Porcentagem de material que passa pela menor abertura da malha 
Goo 90% ou mais 

Cle 50% ou mais 

dio 10% ou mais 


Adaptado de USP30-NF25. 

















Tabela 14.3. 

Classificação do pó Abertura da malha ds, (um) 
Muito grosso > 1.000 

Grosso 355-1.000 
Moderadamente fino 180-355 

Fino 125-180 

Muito fino 90-125 


Adaptado de USP30-NF25. 
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GIELEN Representação do método do funil fixo e cone em posição livre, utilizado para medir o 
ângulo de repouso. 


O ângulo de repouso é determinado medindo-se a altura do cone formado pelo pó ou 
granulado por meio da equação 14.1: 


tan(a) = H/R, 
em que H é a altura e R é o raio do cone formado. 


A Farmacopeia Americana dá as seguintes recomendações para a realização da determi- 
nação do ângulo de repouso: 


a) Formar o ângulo de repouso sobre uma base fixa que contenha uma aba para reter 
uma camada de pó e evitar a vibração da mesma. 


b) Variar a altura do funil para formar um cone de pó simétrico. Manter a extremidade do 
funil próxima ao topo da pilha durante sua formação a fim de minimizar o impacto da 
queda do pó. 

c) Considerar o método inapropriado, caso não seja obtido um cone de pó simétrico e 
reprodutível. 


Geralmente, ângulos de repouso menores ou iguais a trinta graus indicam um material com 
fluxo livre, e ângulos maiores ou iguais a quarenta graus sugerem um material com baixas 
propriedades de fluxo. 


Determinação de água 


O método mais utilizado é a titulometria direta pelo processo de Karl-Fischer que se baseia 
na reação quantitativa da água com uma solução anidra de dióxido de enxofre e iodeto na 
presença de uma solução-tampão que reage com íons hidrogênio. 


O reagente de Karl-Fischer, originalmente preparado com excesso de metanol, é pouco 
estável e exige padronização frequente. Atualmente está disponível comercialmente uma so- 
lução reagente de Karl-Fischer cuja estabilidade foi aumentada pela substituição do metanol 
por 2-metóxi-etanol, 2-clor-etanol, ou trifluorometanol. 


Qualquer aparato pode ser utilizado desde que possibilite a eliminação da umidade at- 
mosférica e a determinação do ponto final da titulação. A titulação da preparação pode ser 
realizada diretamente pelo reagente de Karl-Fischer ou pode ser aplicado o procedimento de 
titulação residual. O ponto final da titulação direta de soluções incolores pode ser observado 
pela mudança de cor da solução que passa de amarelo-canário para âmbar e o contrário é 





observado quando a preparação é titulada residualmente. Entretanto, a forma mais comum 
é determinar o ponto final da titulação eletrometricamente. Os instrumentos disponíveis co- 
mercialmente normalmente consistem de um sistema fechado composto de uma ou duas 
buretas automáticas e um recipiente de titulação firmemente fechado que contém os eletro- 
dos necessários e um agitador magnético. A atmosfera do sistema é mantida seca pelo uso 
de um dessecante e o recipiente de titulação pode ser purgado por meio de uma corrente de 
nitrogênio ou ar seco. 


Procedimento. Pesar uma massa exatamente conhecida da amostra que contenha quan- 
tidade equivalente de água estimada entre 10 e 250 mg. Se a preparação a ser testada 
são cápsulas, utilizar uma porção resultante da mistura do conteúdo de pelo menos quatro 
cápsulas. No caso de comprimidos, utilizar uma porção do pó fino obtido da trituração de pelo 
menos quatro unidades. Transferir de 35 a 40 mL de metanol, ou outro solvente adequado, 
para o recipiente de titulação e titular com o reagente de Karl-Fischer até o ponto final, ou 
seja, até que toda a água que possa estar presente no solvente seja consumida na reação. 
Desconsiderar o volume consumido já que este não entra nos cálculos. Adicionar rapidamen- 
te a amostra, misturar e titular novamente com o reagente de Karl-Fischer até o ponto final. 





Teor de substâncias voláteis (perda por dessecação) 


Este procedimento determina a quantidade de qualquer tipo de matéria volátil que é eli- 
minada da preparação farmacêutica, sob condições especificadas na sua monografia. Para 
isso, pesar, com exatidão, entre um e dois gramas da preparação a ser testada ou a quan- 
tidade indicada na sua monografia. Caso a preparação esteja na forma de cristais maiores, 
esta deve ser triturada a fim de se obter um pó mais fino. Determinar a massa de um pesa- 
“filtro, previamente dessecado por 30 minutos nas mesmas condições a serem utilizadas na 
determinação e distribuir a preparação de maneira homogênea, agitando-a suavemente de 
modo a formar uma camada de aproximadamente 5 mm de espessura ou até 10 mm para pre- 
parações volumosas, tampar e determinar o peso do conjunto. Colocar o pesa-filtro na estufa, 
removendo a tampa, mas deixando-a também na estufa. Secar a preparação à temperatura e 
tempo especificados na monografia. Uma vez aberta a estufa, colocar a tampa no pesa-filtro 
e deixar que atinjam a temperatura ambiente em um dessecador antes de determinar o peso 
do conjunto novamente. 


Quando a preparação a ser testada é uma cápsula, utilizar a mistura do conteúdo de pelo 
menos quatro cápsulas para pesagem. No caso de comprimidos, utilizar o pó fino resultante 
da trituração de pelo menos quatro comprimidos. 


pH 


A determinação do pH de uma preparação farmacêutica deve ser feita de acordo com a 
descrição dada em sua monografia, utilizando aparelho próprio para esse tipo de determina- 
ção, o peagômetro. Por exemplo, o pH da ampicilina pó solúvel deve estar entre 3,5 e 6,0, 
medido em uma solução aquosa desse pó que contenha quantidade equivalente a 20 mg de 
ampicilina por mL. 

Entretanto, antes de determinar o pH de uma solução, o peagômetro deve ser previa- 
mente calibrado por meio da utilização de soluções-tampão de diferentes valores de pH, 
para garantir a confiabilidade das leituras. O procedimento consiste em selecionar duas 
soluções-tampão para calibração cuja diferença de pH não exceda 4 unidades e que con- 
temple o valor esperado da solução a ser testada. Imergir o eletrodo na solução-tampão 
de calibração na mesma temperatura em que a solução a ser testada deve ser medida, e 
ajustar o valor de pH para o valor tabelado. Lavar o eletrodo com várias porções da segunda 








solução-tampão de calibração, imergir o eletrodo e verificar o valor de pH, que deve estar 
dentro do intervalo de + 0,07 do valor tabelado para essa solução-tampão. Fazer ajustes de 
slope e temperatura até que o valor de pH medido seja idêntico ao tabelado. Repetir o pro- 
cedimento de calibração até que as duas soluções-tampão de referência forneçam valores 
de pH dentro do intervalo de + 0,02 unidades dos valores tabelados sem adicional ajuste de 
slope e temperatura. Quando o sistema estiver então adequadamente calibrado, determinar 
o valor de pH da solução da amostra. 


Peso 


Quando a embalagem que contém o produto for rotulada por peso, selecionar uma amostra 
de dez e remover qualquer rótulo que possa sofrer alteração de peso durante a remoção do 
conteúdo das embalagens. Limpar e secar cuidadosamente a parte externa da embalagem e 
pesar cada uma individualmente (embalagem cheia). Remover quantitativamente o conteúdo 
de cada embalagem e lavar com um solvente adequado, tomando o cuidado de manter a 
tampa ou qualquer outra parte da embalagem que foi pesada anteriormente. Secar e pesar 
novamente cada embalagem vazia junto com suas partes correspondentes. A diferença de 
pesos entre a embalagem cheia e a embalagem vazia é o peso liquido do seu conteúdo. A 
média dos pesos obtida não pode ser inferior à descrita no rótulo do produto. Além disso, a 
quantidade contida em cada embalagem não pode ser inferior a 90% do valor descrito no 
rótulo, se este for de 60 g ou menos, e não pode ser inferior a 95% do valor descrito no rótulo, 
se este for maior que 60 g e inferior a 150 g. 


Caso essa especificação não seja atendida, determinar o conteúdo de mais 20 embala- 
gens. O conteúdo médio das 30 embalagens não pode ser inferior ao valor especificado no 
rótulo. Além disso, apenas 1 dos 30 recipientes pode ter conteúdo inferior a 90% do valor 
descrito no rótulo, se este for de 60 g ou menos, ou conteúdo inferior a 95% do valor descrito 
no rótulo, se este for superior a 60 g e inferior a 150 g. 


Comprimidos e cápsulas 


Como forma farmacêutica, os comprimidos são um dos produtos que mais desafios co- 
locam quando da concepção e produção: por exemplo, a dificuldade de se conseguir uma 
biodisponibilidade do fármaco completa e fiável, para fármacos com molhabilidade reduzida 
e uma dissolução lenta, bem como a dificuldade de conseguir obter comprimidos suficiente- 
mente coesos de fármacos amorfos ou floculentos. No entanto, mesmo para fármacos com 
boas características de compressão, boa dissolução e sem problemas de biodisponibilidade, 
a produção pode constituir um desafio devido à dificuldade em compartilhar características 
diferentes que se contrapõem. Isto é, qualquer ação que se desenvolva para melhorar uma 
propriedade, ou conjunto de propriedades de um comprimido, pode provocar a degradação 
de outro conjunto de propriedades. Por exemplo, os comprimidos devem ser coesos, apresen- 
tar superfície lisa e não apresentar problemas durante a compressão e manuseamento, mas 
qualquer solução adotada, como uso de aglutinantes e maior tempo de compressão, pode 
afetar as propriedades de desintegração do comprimido e biodisponibilidade do fármaco. 
Dessa forma, o controle de qualidade tem que realizar as avaliações qualitativa e quantitativa 
das propriedades químicas, físicas e da biodisponibilidade desses comprimidos. 


Aspecto geral 


As características visuais de um comprimido são essenciais tanto para a sua aceitação 
pelo paciente, como para o controle de uniformidade entre comprimidos ou entre lotes de 
comprimidos. O controle do aspecto geral de um comprimido inclui a quantificação de um 





determinado número de propriedades, tais como o tamanho, a forma, a cor, a presença ou 
ausência de cheiro ou sabor, rugosidade da superfície, defeitos físicos e facilidade de leitura 
e identificação de marcas. 


Tamanho e forma 


O tamanho e forma de um comprimido podem ser descritos dimensionalmente, obser- 
vados e controlados. A forma de um comprimido e as suas dimensões são determinadas 
pelas punções e matrizes durante o processo de compressão, sendo que a altura de um 
comprimido é a única dimensão que pode variar. Para uma força de compressão constante, 
a espessura do comprimido varia com mudanças no enchimento da matriz, com a distribui- 
ção das partículas, o empacotamento das partículas a serem comprimidas e com o peso do 
comprimido. A espessura do comprimido só é consistente entre lotes, ou para o mesmo lote 
de comprimidos, se a granulação da mistura dos pós a comprimir produzir grânulos com 
tamanho e distribuição constantes, se as punções e matrizes estiverem em bom estado e se 
a máquina de compressão estiver limpa e funcionar devidamente. 


A espessura da coroa de cada comprimido pode ser medida com um micrômetro, o qual 
permite efetuar medições rigorosas fornecendo informações sobre variação entre comprimi- 
dos. A espessura do comprimido deve estar controlada entre + 5% do valor do padrão. 


Dureza e friabilidade 


Os comprimidos devem apresentar certa resistência ao esmagamento e não serem friá- 
veis para suportarem os choques mecânicos durante o manuseamento, durante a produção, 
embalagem ou transporte. Um comprimido com dureza adequada e friabilidade reduzida são 
requisitos para a aceitação pelo paciente. A determinação da resistência ao esmagamento de 
um comprimido é particularmente importante, pois está relacionada com a biodisponibilidade 
do fármaco presente no comprimido. 


A resistência de um comprimido define-se como a força necessária para esmagar o 
comprimido ao longo de seu diâmetro num teste de compressão. Para realizar esse teste, 
coloca-se um comprimido entre dois apoios aplicando-se, em seguida, uma força sobre os 
mesmos, a qual é transmitida ao comprimido, registrando-se a força necessária para esmaga- 
“lo. Exemplos de equipamentos que funcionam de acordo como esse princípio são chamados 
de durômetros (Fig. 14.2). 





GIESE Durômetro de bancada. 








A dureza de um comprimido não constitui um indicador absoluto da qualidade do compri- 
mido, uma vez que, mesmo comprimidos com dureza adequada podem laminar, liberar pó 
ou, se fragmentam quando manuseados ou devido ao atrito, perdendo assim suas caracte- 
rísticas desejáveis. Dessa forma, outra medida da resistência do comprimido a ser realizada 
é a sua friabilidade. 


O friabilômetro (Fig. 14.3) é um dos aparelhos que podem ser usados para testar a friabi- 
lidade dos comprimidos. Esse aparelho submete um número determinado de comprimidos 
aos efeitos combinados de abrasão e choque. Uma amostra de comprimido em análise, 
pesada previamente, é colocada no friabilômetro cuja câmara, em plástico, roda a 25 rpm, 
durante 4 minutos, por exemplo 100 vezes. Na câmara, os comprimidos caem de uma altura 
de 15 centímetros, por cada volta. Os comprimidos são, então, libertos do pós e pesados 
novamente. Os comprimidos convencionais são considerados aceitáveis quando perdem no 
máximo 1,5% do seu peso segundo a Farmacopeia Brasileira 4º edição. Alguns comprimi- 
dos mastigáveis e a maioria dos comprimidos efervescentes, perdem muito peso durante o 
teste de friabilidade, o que justifica uma embalagem especial, que pode ser necessária para 
esses tipos de comprimidos. O teste de friabilidade se aplica apenas a comprimidos não 
revestidos, sendo esse parâmetro fundamental também no controle de processo de núcleos 
intermediários de drágeas. 


Variação de peso e uniformidade de conteúdo 


Com um comprimido concebido para conter uma quantidade de fármaco numa quanti- 
dade determinada de pó, a variação de massa de comprimido para comprimido deve ser 
determinada por rotina para garantir que o produto final contenha uma quantidade adequada 
de fármaco. Na prática, tomam-se amostras de comprimidos, normalmente 10, que são pe- 
sados; o peso é então dividido por 10, permitindo obter o peso médio. Numa amostra que 
tenha um peso médio aceitável, poderão existir comprimidos com peso superior ou inferior 
ao normal. Tendo em vista esse problema, a Farmacopeia Americana (USP) apresenta limites 
para as variações possíveis dos pesos individuais dos comprimidos, expressas como uma 
porcentagem do peso médio da amostra. A variação do peso médio permitido pela USP XXX 
é determinada por pesagem individual de 20 comprimidos, calculando-se o peso médio e 
comparando o peso do comprimido com a média. Seguindo a Farmacopeia Americana, o 
peso dos comprimidos está de acordo se não mais do que 2 comprimidos estiverem fora do 
limite estabelecido. A tolerância para a variação de massa, para comprimidos não revestidos, 
varia dependendo do peso médio do comprimido, por exemplo, para comprimidos com peso 
médio < 130 mg, 130-324 e > 324 é de 10, 7,5 e 5%, respectivamente. 








GIMSE Friabilômetro. 





O teste realizado para a determinação da variação do peso dos comprimidos seria um 
método satisfatório para a determinação da uniformidade do teor do fármaco se os compri- 
midos fossem todos, ou praticamente todos (90 a 95%), constituídos por substância ativa 
ou se a distribuição do fármaco fosse uniforme no granulado ou no pó, a partir dos quais se 
preparam os comprimidos. Por outro lado, esse teste não é suficiente para assegurar uma 
dosagem uniforme de comprimidos com uma reduzida porcentagem de fármaco na massa 
do comprimido, em que, os excipientes de compressão contribuem majoritariamente para a 
massa do comprimido. Para a maioria dos fármacos em comprimidos, o intervalo de dosagem 
permitido é superior a 95% e inferior a 105% em relação à quantidade mencionada no rótulo. 


Normalmente, os métodos analíticos usados para a determinação do teor de fármaco 
requerem que se parta de uma amostra composta de comprimidos triturados, misturada e 
analisada para se obter um valor médio para o teor de substância ativa. Com esse tipo de 
amostragem as variações individuais podem passar despercebidas por se partir de uma 
amostra média, podendo encobrir uma variação em teor. Para assegurar um teor uniforme em 
comprimidos com fármacos de baixa dosagem, deve-se proseguir ao teste de uniformidade 
de teor. Para a execução do teste, seleciona-se 30 comprimidos ao acaso, e pelo menos 10 
destes comprimidos são doseados individualmente. Nove em dez comprimidos devem conter 
pelo menos 85% ou menos de 115% do teor mencionado no rótulo. 


Desintegração 


Para que um fármaco seja absorvido pelo organismo, este precisa estar em solução e, 
para a maioria dos comprimidos, antes do fármaco se dissolver, este terá que se desintegrar 
em pequenas partículas ou grânulos. O tempo em que um comprimido leva para desintegrar- 
-se é medido em um aparelho descrito na USP XXX e outros compêndios oficiais. O aparelho 
descrito na Farmacopeia Americana é constituído de 6 tubos de vidro com 13,6 a 16 cm de 
comprimento, abertos em cima, aos quais estão fixos suportes na forma de rede de 10 mesh 
no fundo dos mesmos. Para determinar o tempo de desintegração coloca-se um comprimido 
em cada tubo e o suporte dos cestos é mergulhado em um recipiente de 1 litro com água 
ou simuladores do suco gástrico ou intestinal, a 37 °C + 2 °C de modo que os comprimidos 
permaneçam abaixo da superfície do líquido durante o seu movimento ascendente. Usa-se 
um aparelho que apresente um movimento constante, na vertical, ao conjunto de cestos que 
contêm os comprimidos, para cima e para baixo, a uma distância de 5,3 a 5,6 cm e com frequ- 
ência de 28 a 32 ciclos por minuto. Podem ser usados no ensaio discos de plástico perfurados 
colocados por cima dos comprimidos, impedindo a flutuação do comprimido. 


Para estarem de acordo com os padrões USP, os comprimidos têm que se desintegrar e 
todas as partículas têm que passar através da rede com 10 mesh durante o tempo especifi- 
cado na monografia em questão. Existem técnicas descritas na literatura para analisar com- 
primidos com e sem revestimento, comprimidos mastigáveis e sublinguais. Os comprimidos 
sem revestimento devem apresentar, de acordo com a USP, tempos de desintegração em 
torno de 5 minutos, mas a maioria dos comprimidos apresenta um tempo de desintegração 
de 30 minutos. Os comprimidos gastrorresistentes não devem desintegrar durante uma hora 
de teste em suco gástrico. Os mesmos comprimidos são testados então em suco gástrico 
artificial, devendo-se desintegrar após período descrito na monografia. 


Dissolução 


O teste de dissolução baseia-se no princípio de que, à medida que um comprimido se 
fragmenta em pequenos pedaços, aumenta a área de superfície, facilitando a dissolução no 
meio, o que, portanto, está relacionado com a biodisponibilidade do fármaco no organismo. 
Dessa forma, protocolos para testes de dissolução têm sido desenvolvidos desde a década de 








1970 pela Farmacopeia Americana. Esses protocolos determinam que os resultados estejam 
de acordo com os limites da dissolução, tal como especificado nas monografias individuais 
para um comprimido ou para uma cápsula. 


O método de dissolução hoje vastamente usado e adotado pelos compéndios oficiais é 
uma variante do método de cesta rotativa. Comprimidos ou cápsulas são colocados em uma 
cesta de tela de aço inox, que por sua vez é imerso em um recipiente de vidro com fundo 
semiesférico contendo 1000 mL de meio dissolutor (simulando meio gástrico ou intestinal). A 
cesta, por sua vez, apresenta orifícios suficientemente pequenos para reter os pedaços de 
comprimidos, mas grande o suficiente para permitir a entrada de solvente, evitando problemas 
de molhabilidade. A cesta pode girar em qualquer velocidade, mas muitas monografias da 
USP especificam 50, 100 ou 150 rpm. Essas cestas são, em alguns casos, quando especifi- 
cado na monografia, substituídas por outro elemento, como uma pá, que promove movimento 
no meio de dissolução e o comprimido ou cápsula é mantido no fundo do recipiente. Em todos 
os métodos, o pH apropriado para o meio de dissolução deve ser escolhido, bem como deve 
ser escolhido um grau razoável de agitação, quando a técnica permitir. Há um motor que é 
ajustado para funcionar a uma velocidade específica, recolhendo-se amostras do líquido em 
intervalos de tempo determinados para se determinar a quantidade de fármaco em solução. 


Os farmacêuticos industrias testam por rotina as suas formulações em ensaios de disso- 
lução, apresentando normalmente os resultados como concentração em função do tempo de 
ensaio. Os valores para tsox, too, € a porcentagem de fármaco dissolvido em 30 minutos são 
valores tidos como orientadores da dissolução do fármaco, podendo ser usados para com- 
paração com os resultados de outros lotes. O valor de tss, corresponde ao tempo necessário 
para que 50% do fármaco se dissolva no meio de dissolução. Os valores de tyo% € tso POdem 
variar dependendo do comprimido/cápsula e do fármaco. Não há uma regra geral, e estes 
valores devem estar em consonância com o compêndio utilizado. 


DOSEAMENTO 


Para forma farmacêuticas contendo ativos é necessário estabelecer e garantir o teor do ati- 
vo presente no produto. Diversos métodos de doseamento podem ser empregados para essa 
finalidade. Esses métodos podem envolver reações químicas específicas, como volumetria, 
ou outros métodos estão relacionados com as propriedades físico-químicas das substâncias 
a serem testadas, como a espectrometria no UV-visível e cromatografia. Maiores informações 
sobre essas técnicas podem ser obtidas em outros capítulos específicos para essas técnicas 
presentes neste livro. 


De acordo com ativo presente no produto, são descritas monografias nos compêndios 
oficiais, como Farmacopeia Brasileira, Americana ou Europeia, nas quais são descritos os 
procedimentos para doseamento do referido ativo de acordo com a forma farmacêutica. 


ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS 


As especificações para o controle microbiológico de formas farmacêuticas sólidas se- 
guem as determinações estabelecidas para medicamentos não estéreis, com exceção de 
formas farmacêuticas sólidas destinadas a uso parenteral, as quais devem ser isentas de 
microrganismos. 


Assim, conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira é preciso analisar nessas for- 
mas farmacêuticas a presença de microrganismos mesófilos totais (bactérias e fungos) e dos 
seguintes patógenos: Pseudomonas aeruginosas, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e 
Escherichia coli. 


Tabela 14.4. 


Bactérias aeróbicas Fungos/leveduras 
Tipo de preparação totais (UFC/por g ou mL) totais (UFC/g ou mL)  Patógenos 











Preparação não 102 102 Ausência de Escherichia coli 
aquosa para uso e Staphylococous aureus em 
oral 1goumL 

Preparação para 10 102 - 

uso retal 

Preparação uso OS 101 Ausência de Staphylococcus 
tópico (oromucosa aureus e Pseudomonas 
nasal, gengival, aeruginosa em 1 g ou mL 


cutâneo, auricular) 





Inalatórios 102 10! Ausência de Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas 
aeruginosa e Bactéria Gram 
negativa bile tolerante em 1 
g ou mL 





Preparação vaginal os 10! Ausência de Staphylococcus 
aureus e Pseudomonas 
aeruginosa/dispositivo 


Fonte: Farmacopeia Brasileira 5? edição, vol. 1, 2010. 
O símbolo UFC/por g ou mL significa unidades formadoras de colônia por grama ou mililitros 


Os compêndios oficias, tais como Farmacopeia Brasileira, 52 edição, USP Pharmacopeia e 
Farmacopeia Europeia, descrevem as metodologias recomendadas para a determinação de 
contaminantes microbiológicos. Os limites máximos aceitáveis de contaminantes para produ- 
tos não estéreis são descritos na Farmacopeia Brasileira, 52 edição, e variam conforme o tipo 
de preparação e o uso destinado (Tabela 14.4). 
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Estudo de caso 


Na figura abaixo pode ser observado um exemplo de teste de dissolução de uma formulação. 
Rotineiramente, esses testes são executados na indústria para determinar a qualidade de um 
produto em desenvolvimento e/ou, muito frequentemente, para liberar um lote de determinado 
produto para o mercado. De acordo com a monografia de comprimidos de captopril de libe- 
ração imediata, a quantidade de fármaco dissolvido em 20 min não deve ser inferior a 80% da 
dose declarada. De acordo com o gráfico abaixo sobre a formulação em estudo, responda 
quais alternativas são corretas: 


100 
A+ 


Formulação teste de captopril 20 


Formulação A 


80 


60 


Teor de fármaco (%) 





0 5 10 15 20 


Tempo (minutos) 


|. Os comprimidos dessa formulação estão de acordo com as especificações farmacopei- 
cas, uma vez que durante os primeiros 5 min houve uma liberação acima de 80% da dose 
inicial. 

Il. Os comprimidos dessa formulação não estão de acordo com as especificações farmaco- 


peicas, uma vez que durante os primeiros 5 min houve uma liberação acima de 80% da 
dose inicial. 


Ill. Trata-se de uma formulação de liberação controlada, pois a liberação total ocorreu após 
20 minutos da administração. 

IV. Trata-se de uma formulação de liberação imediata, pois o início da liberação ocorreu após 
5 min da administração e a liberação total ocorreu após 20 minutos da administração 

V. Não é possível avaliar o tipo de liberação 
a) Somente a Il está correta 


b) Somente a | está correta 


c) Somente a V está correta 


| e IV estão corretas 


) 
) 
d) Ille IV estão corretas 
e) 





Questões: 
1. Assinale a resposta correta: 


a) Dureza é a resistência de comprimidos ao desgaste. 
b) Friabilidade é a resistência mecânica de comprimidos ao esmagamento. 


c) A uniformidade das doses unitárias de formas farmacêuticas permite avaliar a quanti- 
dade de componente ativo em unidades individuais do lote e verificar se essa quanti- 
dade é uniforme nas unidades testadas. (correta) 


. São ensaios aplicados a formas farmacêuticas sólidas (comprimidos), exceto: 
( ) Peso médio, uniformidade de dose e friabilidade. 

(X) Ensaio de dissolução, desintegração e granulometria. 

( ) Peso médio, dureza e friabilidade. 

( ) Ensaio de dissolução, friabilidade e uniformidade de dose. 


- Com relação ao ensaio de desintegração, assinale a alternativa incorreta: 

a) É aplicado a algumas formas sólidas. 

b) O teste não se aplica a pastilhas e cápsulas de liberação prolongada. 

c) É aplicado às formas sólidas como cápsulas, comprimidos e drágeas. 

d) O teste também não se aplica a comprimidos de liberação controlada. 
) 


O teste não se aplica a formas farmacêuticas plásticas como supositórios e óvulos. 
(correta) 


e 


- Correlacione as colunas abaixo: (1 ponto) 
A) Ângulo de repuso. 

B) 

C) Dureza. 
D) Friabilidade 

E) Uniformidade de dose 


Peso médio. 


(C) Resistência mecânica ao esmagamento ou ruptura sob pressão radial. 

(E) Permite avaliar a quantidade de componente ativo em unidades individuais. 
(B) O limite de variação depende do tipo de forma farmacêutica. 

(D) Resistência ao desgaste. 

(A) Propriedade de fluxo de pós. 
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OBJETIVOS DA APRENDIZAGEM 


Este capítulo visa abordar as técnicas de análises microbiológicas como ferramentas 
para avaliar a qualidade, eficácia e segurança dos medicamentos. Ao final do texto, o leitor 
terá aprendido alguns conceitos microbiológicos relacionados às técnicas analíticas, assim 
como métodos de contagem de microrganismos, pesquisa e identificação de patógenos. 
Os métodos de avaliação da eficácia de conservantes serão abordados, utilizando o teste 
de desafio, que determina o tipo de conservante e a concentração a ser utilizada para 
evitar o crescimento microbiano, sem causar toxicidade ao ser humano e não encarecer 
o produto. Além disso, será possível conhecer a avaliação da potência de antibióticos por 
análise quantitativa, utilizando teste de difusão em disco ou em cilindros de aço inoxidável 
e turbidimetria. 


INTRODUÇÃO 


O caminho da evolução do processo produtivo das empresas depende da qualidade. A 
garantia da qualidade deve ser considerada como um fator primordial, desde os aspectos 
iniciais da elaboração do projeto até a liberação do produto final ao consumidor, a fim de 
promover e proteger a saúde da população. 


A qualidade dos produtos farmacêuticos deve ser compatível com as especificações es- 
tabelecidas por códigos oficiais que determinam o perfil de segurança e eficácia. As análises 
microbiológicas são instrumentos essenciais utilizados pelas empresas com o propósito de 
garantir a qualidade para o uso seguro. 





Parâmetros microbiológicos envolvem imediatamente a determinação de microrganismos 
viáveis, bem como a presença de patógenos, uma vez que podem comprometer o uso tera- 
pêutico pela degradação do princípio ativo e perda da estabilidade do produto. Em produtos 
não estéreis, admite-se a presença de uma carga microbiana limitada. 


Os medicamentos contêm um ou mais príncipios ativos associados aos excipientes farma- 
cotécnicos. Portanto, possuem uma composição complexa e podem ser úteis como fontes de 
nutrientes para o desenvolvimento de microrganismos. Matérias-primas sintéticas apresen- 
tam, em geral, baixa carga microbiana quando comparadas com aquelas obtidas de fontes 
naturais. Além disso, o teor de água é essencial ao metabolismo bacteriano e a atividade de 
água nos produtos farmacêuticos também favorece o crescimento microbiano. 


O risco de contrair uma infecção a partir de um medicamento contaminado depende da 
espécie do microrganismo, da carga microbiana, imunidade do hospedeiro e da via de ino- 
culação. A administração de produtos contaminados representa um alto risco para pessoas 
com imunossupressão. 


O uso de um sistema conservante pode auxiliar a manter a quantidade de contaminantes 
dentro dos limites estabelecidos durante o tempo de armazenamento do produto. Um con- 
servante ideal seria eficaz em pequenas concentrações, inodoro, incolor, compatível com a 
via de administração, lipossolúvel ou hidrossolúvel, inócuo, estável e com amplo espectro 
de ação. 

A qualidade de medicamentos ainda pode ser determinada pela quantificação de uma 
substância antibiótica em uma fórmula farmacêutica por meio de técnicas microbiológicas. 
O teor do princípio ativo na forma farmacêutica deve ser preciso para atingir a concentração 
plasmática efetiva e garantir o sucesso terapêutico. Os métodos mais comumente usados são 
de difusão em ágar usando discos de papel ou cilindros de aço e turbidimetria. 


As técnicas microbiológicas utilizadas no controle de qualidade serão abordadas neste 
capítulo, levando em consideração as metodologias usualmente descritas em compêndios 
oficiais. 


CULTIVO DE MICRORGANISMOS 


Crescimento, metabolismo, exigências nutricionais e ambientais 


Para a realização das metodologias microbiológicas é necessário entender sobre o cresci- 
mento de microrganismos, sob os aspectos ambientais e nutricionais para o cultivo em labo- 
ratório. Os microrganismos, assim como todos os seres vivos, necessitam de nutrientes para 
sua sobrevivência, metabolismo, crescimento e multiplicação. Os nutrientes são absorvidos 
do meio ambiente e podem ser utilizados para a biossíntese de substâncias e transformados 
no interior celular por meio de reações anabólicas, ou então podem ser usados pela célula 
para a produção de energia por meio das reações catabólicas. Essas reações em conjunto 
fazem parte do metabolismo microbiano. No processo catabólico, proteínas, polissacarídeos 
e lipídios são transformados em moléculas menores, ainda no meio extracelular, antes de 
serem absorvidos. No interior celular, essas moléculas são convertidas em ácido pirúvico, 
que é utilizado para a produção de energia na forma de ATP (adenosina trifosfato) ou segue 
para as vias anabólicas. 


Os microrganismos necessitam de carbono, nitrogênio, enxofre e fósforo, juntamente com 
hidrogênio e oxigênio para compor as proteínas, lipídios e ácido nucleicos. Elementos como 
potássio, magnésio, cálcio, sódio, cloro e ferro são importantes para as funções celulares. 








Além disso, mesmo em pequenas quantidades, zinco, cobre, niquel, manganés, selénio, mo- 
libdênio e fatores de crescimento (por exemplo, as vitaminas B,, B, e B42) são requeridos para 
o desenvolvimento microbiano. 


A multiplicação bacteriana ocorre por um processo denominado de fissão binária. Nesse 
processo, primeiramente ocorre a síntese dos componentes celulares e a duplicação do ma- 
terial genético. Posteriormente, ocorre a formação de um septo na célula, dividindo-a em duas 
células-filhas idênticas à célula mãe. Isso indica que em cada nova geração a população 
bacteriana duplica. Quando uma bactéria é colocada em um meio de cultura, há um período 
de adaptação, que é conhecido como fase lag de crescimento e não ocorre multiplicação 
em grande escala. Após essa fase, dá-se a fase log, na qual a duplicação ocorre intensa- 
mente, ou seja, em um curto período, a população bacteriana sofre um aumento substancial. 
Finalmente, as bactérias entram numa fase estacionária de crescimento no meio de cultura, 
pois os nutrientes vão se esgotando e elas param de crescer. Dessa forma, o tempo de 
incubação necessário para a visualização da maioria das colônias bacterianas em meio de 
cultura é de 24 a 48 horas. 


Os fungos não conseguem produzir matéria orgânica a partir de carbono inorgânico, por 
isso são heterotróficos. Toleram ambientes hostis, como um meio hipertônico ou amplas faixas 
de temperaturas. Não exigem um meio de cultura complexo para crescer, sendo usualmente 
utilizados o ágar Sabouraud-dextrose ou ágar batata-dextrose, por exemplo. O período de 
incubação para a visualização de colônias fúngicas em laboratório varia de acordo com a 
espécie. Leveduras podem ser visualizadas após 24 a 48 horas e estruturas filamentosas, 
após 5 a 7 dias aproximadamente. 


Alguns fatores ambientais também são importantes para o desenvolvimento microbiano: 
temperatura, pH, tensão de oxigênio e atividade de água. A temperatura e o pH ideais são 
essenciais para a atividade máxima das enzimas microbianas, o que leva a um metabolismo 
acelerado para a multiplicação celular. Nas técnicas microbiológicas desenvolvidas para o 
controle de qualidade, estufas bem reguladas garantem a temperatura ideal para as bacté- 
rias, que varia entre 29 e 39 °C, dependendo da espécie envolvida e para os fungos, varia 
entre 20 e 35 °C. O meio de cultura para as bactérias deve ter o pH próximo da neutralidade 
e, para os fungos, o ideal é um pouco mais ácido, em torno de 6,0. Com relação à atmosfera 
de oxigênio, a maioria dos microrganismos envolvidos no controle de qualidade de medica- 
mentos cresce na presença desse gás e não necessita de condições especiais para manter 
a anaerobiose ou a microaerofilia, como a utilização de jarras ou sistemas comerciais que 
utilizam catalisadores que produzem esse ambiente. Por outro lado, a atividade de água, 
que é a quantidade de água livre para a utilização pelos microrganismos é essencial para 
seu metabolismo, uma vez que a maioria das moléculas está aí dissolvida. A disponibilidade 
de água é um fator importante para o crescimento celular e é fornecido pelo meio de cultivo 
preparado com osmolaridade adequada. 


CONTAGEM DE MICRORGANISMOS VIÁVEIS TOTAIS 


Existem diferentes métodos utilizados para análise microbiológica de medicamentos in- 
dicados pelas farmacopeias, dentre eles o método de filtração por membrana, de contagem 
em placa e de tubos múltiplos. Além dessas técnicas, também é possível utilizar o sistema 
Petrifilmº. 

Conforme a Farmacopeia Brasileira 52 edição, para realização das técnicas de análise 
microbiológica é necessário que as amostras sejam preparadas levando-se em consideração 
a sua solubilidade. 





Preparação de amostras 


a) Produtos solúveis em água: dissolver ou diluir 10 g ou 10 mL da amostra em frasco volumé- 
trico de 100 mL, completando o volume com solução-tampão cloreto de sódio ou solução 
peptona pH 7,0; solução-tampão fosfato pH 7,2; ou meio digesto de caseína-soja. 

b) Produtos não oleosos insolúveis em água: dissolver ou diluir 10 g ou 10 mL da amostra 
em frasco volumétrico de 100 mL, completando o volume com solução-tampão cloreto 
de sódio ou solução peptona pH 7,0; solução-tampão fosfato pH 7,2; ou meio digesto de 
caseina-soja. Utilizar solução de polissorbato 80 a uma concentração de 1 g.L"!, para di- 
minuir a tensão superficial. Se necessário, ajustar o pH entre 6,0 e 8,0. Para mais diluições 
utilizar o mesmo diluente. 


c) Produtos oleosos: dissolver ou diluir 10 g ou 10 mL da amostra ou uma mistura do produto 
a ser examinado com uma quantidade de polissorbato 80 esterilizado, suficiente para 
diminuir a tensão superficial do produto em frasco volumétrico e completar volume de 
100 mL com miristato de isopropila esterilizado por filtração e aquecido a 40-45 °C. Agitar 
o frasco rapidamente até total dissolução, mantendo-o em banho-maria, se necessário, 
até formar uma emulsão homogênea. Se for preciso realizar diluições seriadas, utilizar o 
mesmo diluente. 


d) Fluidos e sólidos em forma de aerossol: transferir o produto de maneira asséptica para 
o aparato de membrana filtrante. Utilizar o conteúdo total ou um número determinado de 
doses indicado nas embalagens testadas. Realizar a filtragem utilizando solução-tampão 
cloreto de sódio ou solução peptona pH 7,0; solução-tampão fosfato pH 7,2; ou meio 
digesto de caseina-soja. 


e) Adesivos transdérmicos: retirar a capa de proteção dos adesivos e colocar em superfície 
esterilizada como placas de Petri com a parte adesiva voltada para cima. Cobrir essa 
superfície com material esterilizado como uma gaze estéril para que os adesivos não 
grudem. Transferir os adesivos para um volume adequado de solução-tampão cloreto de 
sódio ou solução peptona pH 7,0; solução-tampão fosfato pH 7,2; ou meio digesto de 
caseina-soja em um recipiente maior, contendo polissorbato 80 ou lecitina. Agitar vigoro- 
samente a preparação por, pelo menos, 30 minutos. 


ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 


Método de filtração por membrana 


Para realização da contagem de microrganismos pelo método de filtração por membrana, 
o indicado é a utilização de membranas com no máximo 0,45 um de porosidade, para que 
permita a retenção dos microrganismos, e constituídas por materiais (por exemplo: nitrato de 
celulose ou acetato de celulose) que não causem danos. 


O procedimento de filtração deve ser realizado em câmara de fluxo laminar com os equi- 
pamentos para filtração e membrana esterilizados por autoclavagem. Preparar a amostra com 
diluição que represente 1 g da amostra a ser testada e transferir 10 mL para membrana filtran- 
te, procedendo imediatamente a filtragem. Enxaguar a membrana com aproximadamente 100 
mL do diluente estéril. Esse procedimento deve ser realizado com duas membranas filtrantes. 


Para a contagem de microrganismos aeróbios totais, transferir uma das membranas para 
a superfície do meio ágar caseina-soja em placas de Petri e incubar a 30-35 °C durante qua- 
tro dias. Para a contagem de fungos, transferir a outra membrana para a superfície do meio 
ágar Saboraud-dextrose e incubar a placas a 20-25 °C durante sete dias. Avaliar e realizar a 
contagem do número de colônias desenvolvidas. 








Método de contagem em placa 


Para a realização da contagem de microrganismos pelo método de contagem em placa, 
pode-se inocular as amostras pela técnica de pour plate e por espalhamento em superfície. 
Deve-se realizar a análise em duplicata para cada meio empregado. 


Método de pour plate 


Em placas de Petri de 9 cm de diâmetro, adicionar 1 mL da amostra preparada conforme 
descrito em Preparação de Amostras. Para a contagem de bactérias, verter de 15 a 20 mL 
de ágar caseina-soja liquefeito a 45 °C e incubar as placas a 30-35 °C durante quatro dias. 
Diluir a amostra para que a contagem não ultrapasse 300 colônias por placa. Para a contagem 
de fungos, verter de 15 a 20 mL de ágar Saboraund-dextrose liquefeito a 45 °C e incubar as 
placas a 20-25 °C durante sete dias. Diluir a amostra para que a contagem não ultrapasse 100 
colônias por placa (Fig. 15.1). 


Método de espalhamento em superfície 


Adicionar 15 a 20 mL de ágar caseína-soja e ágar Saboraund-dextrose liquefeito a 45 °C 
para cada placa de Petri e deixar solidificar em câmara de fluxo laminar ou em incubadora. 
Inocular 100 uL da diluição da amostra preparada, conforme descrito em Preparação de 
Amostras, sobre o meio solidificado e espalhar com alça de Drigalski até obter espalhamento 
uniforme. Incubar os meios conforme descrito na metodologia de pour plate para bactérias e 
fungos (Fig. 15.2). 


Contagem de colônias 


Usar contador de colônias com iluminação artificial controlada, lupa apropriada e, quando 
possível, contador registrador. Somente as placas que apresentarem até 250 colônias para 
bactérias e 50 para fungos deverão ser consideradas para registro dos resultados. Calcular a 
média aritmética de cada diluição a partir dos valores obtidos das placas. Calcular o número 
de microrganismos por g ou mL para cada diluição, multiplicando o número de colônias da 
placa pelo inverso da diluição usada e relatar a média aritmética dos resultados. Expressar os 
resultados como Unidades Formadoras de Colônias (UFC) (Tabela 15.1). 
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OMEIN Esquema de contagem de microrganismos em placa pelo método de pour plate. 
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Amostra Agar caseina soja ou agar saboraund-dextrose 


EETEKEFA Esquema para contagem de microrganismos em placa pelo método de espalhamento 
em superfície. 


Tabela 15.1. 








Diluição Número de colônias por placa Contagem (UFC.g” ou mL”) 
Ome 182 1e2 es Jor 
102 28 2,8 x 10º 





Mé 


dia = (1:82 + 2.8) | 49r = 2,31 x 10º UFC.g" ou mL! 
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Método dos tubos múltiplos 


O método dos tubos múltiplos deve ser utilizado somente na impossibilidade de utilização 
de outros métodos citados anteriormente, devido à sua baixa sensibilidade, principalmente 
na enumeração de fungos, sendo utilizado somente quando se espera que a densidade bac- 
teriana seja baixa. 


Preparar uma série de 12 tubos contendo 9 mL de caldo de caseína-soja e um tubo de 
Durhan invertido em cada. 


Para o preparo das amostras deve-se realizar primeiro a diluição 1:10, conforme segue: 


e Amostras sólidas: misturar 10 g da amostra com 90 mL de diluente. Se forem necessa- 
rios volumes maiores, misturar 25 g da amostra com 225 mL do diluente. 


e Amostras líquidas: misturar 1 mL da amostra com 9 mL de caldo de caseína-soja, po- 
dendo este ser adicionado de substâncias emulsificantes ou neutralizantes. 


A análise é realizada em triplicata, sendo que nos três primeiros tubos deve-se adicionar 
1 mL desta amostra diluída, obtendo-se a quantidade de 10"! de produto. Retirar 1 mL de 
cada tubo e adicionar aos próximos três tubos para a obtenção de 107 em quantidade de 
produto. Aos três tubos seguintes, adicionar 1 mL da diluição anterior, resultando em 10° 
de produto. Aos três últimos tubos, adicionar 1 mL do diluente que será o controle negativo, 
nos quais não deve haver crescimento microbiano. Incubar os tubos a 30-35 °C por 3 dias 
(Fig. 15.3). 
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GEILEN Esquema de contagem de microrganismos pelo método do Número Mais Provável 
(NMP). 


Após o período de incubação verificar os tubos que apresentaram turvação ou os que 
produziram gás, indicando resultado positivo para crescimento microbiano. Pode-se também 
confirmar a presença de microrganismos, transferindo uma alçada de cada tubo para caldo 
de caseina-soja ou placas contendo meio sólido, incubando novamente nas mesmas con- 
dições. Para cada diluição, anotar o número e tubos positivos e determinar o Número Mais 
Provável (NMP) de microrganismos por g ou mL, utilizando a Tabela 15.2. 


Método Petrifilm® 


O método Petrifilm® não possui descrição farmacopeica, porém vem sendo utilizado cada 
vez mais pela rapidez, eficiência e praticidade. Para a utilização de procedimentos que não 
estejam descritos em compêndios oficiais, primeiramente a metodologia deve ser validada. 
As placas Petrifilm® consistem em um aparato simples, semelhante a um envelope contendo 
meio de cultura pronto no centro, que é hidratado com a amostra para análise, mantendo as 
mesmas condições de incubação dos métodos convencionais (Fig. 15.4). 


Tabela 15.2. 


Combinações de tubos positivos 























































































































Quantidade do produto em g ou mL por tubo Intervalo de 
NMP.g™ ou mL" confianga (95%) 

0 0 0 <3 0-9,4 
0 0 1 3 OQUIES 5 
0 1 0 3 (O l= 10) 
0 1 1 6,1 I&i 
0 2 0 6,2 Tel 
0 3 0 9,4 3,5-35 
1 0 0 3,6 OF ala 
1 0 1 UZ W217 
1 0 2 11 4-35 
1 1 0 74 1,3-20 
1 1 1 ii 4-35 
1 2 0 11 4-35 
1 2 1 15 5-38 
1 3 0 16 5-38 
2 0 0 9,2 1,5-35 
2 0 1 14 4-35 
2 0 2 20 5-38 
2 1 0 15 4-38 
2 1 1 20 5-38 
2 i! 2 27 9-94 
2 2 0 21 5-40 
2 2 1 28 9-94 
2 2 2 35 9-94 
2 3 0 29 9-94 
2 3 1 36 9-94 
3 0 0 23 5-94 
3 0 1 38 9-104 
3 0 2 64 16-181 
3 1 0 43 CFS 
3 1 1 75 Goo 
3 i! 2 120 30-360 
3 1 3 160 30-380 
3 2 0 93 18-360 
3 2 1 150 30-380 
3 2 2 210 30-400 
3 2 3 290 90-990 
3 3 0 240 40-990 
3 3 1 460 90-1.980 
3 3 2 1.100 200-4.000 
3 3 3 >1.100 


Adaptada de Farmacopeia Brasileira, 5º edição e United States Pharmacopeia, 40. 





OTMEY Placa de Petrifilm® AC para contagem de microrganismos aeróbios. 


Vários estudos já foram realizados para analisar a equivalência do método Petrifilm® a 
outros métodos convencionais utilizados há algumas décadas. Em sua grande maioria, verifi- 
ca-se resultados semelhantes, apresentando mesma eficiência, além de maior praticidade e 
diminuindo o tempo de estudo. Para análise de alimentos essa metodologia já foi oficializada 
para avaliação da contaminação microbiana pela Association of Official Analytical Chemists 
(AOAC) e a American Public Health Association (APHA). 


Para a execução da análise deve-se selecionar o meio adequado, podendo, para conta- 
gem de microrganismos, ser utilizado o sistema Petrifilm® AC para contagem de bactérias e 
Petrifilm® YM para contagem de fungos. Existem também placas de Petrifilm® para a pesquisa 
de coliformes termotolerantes e patógenos (Petrifilm® CC para coliformes termotolerantes a 
45 °C, Petrifilm® EC para coliformes e E. coli, Petrifilm® STX para S. aureus). 


Para contagem de bactérias, deve-se depositar a placa Petrifilm® AC em uma superfície 
plana, pipetar 1 mL da amostra ou diluição da amostra no centro da placa, baixar o filme 
superior sobre a amostra, evitando a formação de bolhas, posicionar o difusor na parte circular 
e pressioná-lo para espalhar de maneira uniforme a amostra sobre o meio. Retirar o difusor e 
aguardar aproximadamente 10 minutos para a geleificação do meio. Incubar as placas a 30-35 
°C por 48 horas. Realizar a contagem das colônias que se apresentam vermelhas nesse meio. 


Para contagem de fungos, utiliza-se a placa Petrifilm® YM, seguindo o mesmo procedimen- 
to descrito para a análise anterior. As placas devem ser incubadas a 20-25 “C durante sete 
dias. Realizar a contagem de bolores e leveduras presentes no meio. 


Limites aceitáveis de microrganismos em produtos não estéreis 


Conforme a Farmacopeia Brasileira 52 edição, para preparações aquosas de uso oral, uso 
tópico, inalatórios, preparação vaginal e produtos transdérmicos, a contagem de bactérias 
aeróbias totais não pode exceder 10º UFC.g' ou mL"! e a contagem de fungos, 10! UFC.g"! ou 
mL”! de amostra. Para preparações de uso oral não aquosas e para uso retal, o preconizado 
é que o número de bactérias seja inferior a 10º UFC.g! ou mL" e o de fungos seja inferior a 
102 UFC.g™ ou mL”. 





Para preparações de uso oral que utilizam matérias-primas naturais, para extratos secos, 
extratos fluidos ou tinturas, esse limite é de 104 UFC.g! ou mL" para bactérias e 102-10º 
UFC.g' ou mL”! para fungos. Para drogas vegetais que serão submetidas ao processo de 
extração, esse limite sobe para 10°-10’ UFC.g"' para bactérias e 10º-10º UFC.g™ para fungos, 
dependendo do tipo de extração utilizada. 


Para bases galênicas, o limite para bactérias é de 10º UFC.g! ou mL" e para fungos, 10º 
UFC.g! ou mL”! de amostra. 


PESQUISA DE PATÓGENOS 


A pesquisa de patógenos é um dos testes fundamentais na avaliação da qualidade mi- 
crobiológica de produtos farmacêuticos. Devem ser analisados medicamentos não estéreis, 
bem como as matérias-primas utilizadas em sua fabricação. De acordo com a Farmacopeia 
Brasileira 52 edição, os métodos descritos abaixo permitem detectar a presença de células 
viáveis de Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugi- 
nosa, Clostridium e Candida albicans. Na ausência de crescimento ou não confirmação da 
presença dessas bactérias, a amostra está dentro do padrão exigido. 


Escherichia coli 


Para verificação da presença de E.coli, realizar o enriquecimento da amostra preparada 
para a contagem de microrganismos em caldo caseína-soja e, após, transferir 1 mL para 
100 mL de caldo Mac Conkey e incubar a 42-44 °C por 24 a 48 horas. Transferir uma alçada 
desse meio para placas contendo agar Mac Conkey e incubar a 30-35 °C por 18 a 72 horas. 
O crescimento de colônias de cor vermelha indica possivelmente a presença de E. coli, que 
deve ser confirmada por testes bioquímicos adicionais (ágar de eosina-cloreto de metiltioni- 
nio, ágar tríplice açúcar-ferro, citrato de Simmons, indol, vermelho de metila e teste de Voges- 
Proskauer). Para preparações orais e bases galênicas deve estar ausente em 1 g de amostra. 
Extratos secos vegetais não devem apresentar esse microrganismo em 10 g de produto. 
Matérias-primas vegetais podem apresentar até 10? UFC.g”!, dependendo do processo de 
extração a que será submetido. 


Salmonella 


Para verificação da presença de Salmonella, transferir 0,1 mL da amostra do caldo de 
caseína-soja, utilizado para a contagem de microrganismos e pré-incubado por 24 horas, 
para 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e incubar a 30-35 °C por 18 a 24 horas. Transferir 
uma alçada desse meio para placas contendo ágar xilose lisina desoxicolato e incubar a 
30-35 °C por 18 a 48 horas. O crescimento de colônias grandes, de cor vermelha com ou 
sem o centro preto, indica possivelmente a presença de Salmonella, que deve ser confirmada 
por testes bioquímicos adicionais (ágar tríplice açúcar-ferro, lisina-descarboxilase, citrato de 
Simmons, urease e fermentação de lactose). Para preparações que utilizem matérias-primas 
vegetais, animais ou minerais, assim como as bases galênicas, não devem apresentar esse 
patógeno em 10 g ou mL de produto. 


Staphylococcus aureus 


Para verificação da presença de S. aureus transferir uma alçada da amostra do caldo de 
caseina-soja, utilizado para a contagem de microrganismos e pré-incubado por 24 horas, 
para placas contendo ágar sal manitol-vermelho de fenol e incubar a 30-35 “C por 18 a 72 
horas. A possível presença de S. aureus é indicada pelo crescimento de colônias amarelas 








e circundadas por zona diferente, de cor amarelo forte, que devem ser confirmadas por tes- 
tes bioquímicos adicionais (coloração de Gram-positivo, coagulase e desoxirribonuclease). 
Preparações de uso tópico, vaginal, inalatórios, de uso oral contendo matéria-prima natural 
e bases galênicas devem apresentar ausência desse microrganismo a cada 1 g ou mL de 
amostra. Dispositivo transdérmico não deve conter essa bactéria. 


Pseudomonas aeruginosa 


Para verificação da presença de P aeruginosa, transferir uma alçada da amostra do caldo 
de caseína-soja, utilizado para a contagem de microrganismos e pré-incubado por 24 horas, 
para placas contendo ágar cetrimida, utilizando o método de estrias em superfície e incubar 
a 30-35 °C por 18 a 72 horas. O crescimento de colônias com diferentes morfologias pode in- 
dicar a presença de P aeruginosa, sendo que cada uma que apresente aspecto morfológico 
diferente deve ser submetida a testes bioquímicos adicionais para confirmação (citocromo- 
oxidase, produção de fluoresceína, crescimento a 41 °C). Preparações de uso tópico, vaginal, 
inalatórios e bases galênicas devem apresentar ausência desse microrganismo a cada 1 g 
ou mL de amostra. Dispositivo transdérmico não deve conter essa bactéria. 


Clostridium 


Para verificação da presença de Clostridium, separar duas frações da amostra preparada 
para contagem de microrganismos e aquecer uma delas a 80 °C por um período de 10 minu- 
tos e, após, resfriar. Transferir 10 mL de cada fração para 100 mL de Caldo Reforçado para 
Clostridium e incubar em condições anaeróbicas a 30-35 °C por 48 horas. Transferir uma al- 
cada desse meio para placas contendo agar Columbia e incubar em condições anaeróbicas 
a 30-35 °C por 48 horas. O crescimento anaeróbico, com ou sem endósporos, com reação 
negativa para catalase indica presença de Clostridium. 


Candida albicans 


Para verificação da presença de C. albicans, realizar o enriquecimento da amostra pre- 
parada para a contagem de microrganismos em caldo Sabouraud-dextrose por 3 a 5 dias 
e, após, transferir uma alçada para placas contendo ágar Saboraund-dextrose e incubar a 
30-35 °C por 24 a 48 horas. O crescimento de colônias brancas pode indicar a presença de 
C. albicans, o que deve ser confirmado com testes bioquímicos adicionais (assimilação de 
açúcares, produção de tubo germinativo, produção de fosfolipase e produção de proteinase). 
Preparações vaginais devem constar ausência desse fungo a cada g ou mL de amostra. 


CONSERVANTES 


Os conservantes são agentes químicos cuja função é inibir o crescimento de microrganis- 
mos no produto farmacêutico. Sua utilização não está vinculada a compensar más práticas 
de fabricação, visto que o medicamento deverá ser produzido seguindo as Boas Práticas 
de Fabricação (BPF). Os conservantes antimicrobianos podem ser adicionados em formas 
farmacêuticas não estéreis e em formas farmacêuticas estéreis acondicionadas em emba- 
lagens de doses múltiplas. No primeiro caso, possuem a função de proteger a formulação 
de qualquer crescimento microbiano, enquanto no segundo, são adicionados para inibir o 
crescimento de microrganismos contaminantes durante o uso repetido das doses individuais. 

Durante o desenvolvimento de uma formulação farmacêutica, o conservante ideal deve 


possuir as seguintes características: |) deve ser regulamentado, II) não deve possuir incom- 
patibilidades físico-químicas com a formulação, Ill) possuir amplo espectro, principalmente 





para potenciais contaminantes do produto, IV) deve ser incolor e inodoro, V) ser efetivo em 
baixas concentrações, em que não apresente toxicidade, VI) ser efetivo durante todo o prazo 
de validade do medicamento, VII) ser biodegradável e VIII) possuir um custo aceitável. 


Os produtos farmacêuticos mais suscetíveis à contaminação são os que apresentam água 
em sua formulação como emulsões, géis, suspensões ou soluções. Além dos métodos farma- 
copeicos para a contagem de microrganismos viáveis, é necessário demonstrar a eliminação 
de qualquer propriedade antimicrobiana antes da verificação da existência de contaminação 
nos produtos, comprovado por meio do teste de inativação de conservantes. Caso seja com- 
provada a necessidade de alteração do método farmacopeico, a nova metodologia deverá 
ser validada. 


Um bom conservante deve apresentar atividade de amplo espectro, ou seja, deve eli- 
minar todos os tipos de microrganismos, que incluem fungos, bactérias Gram-positivas e 
Gram-negativas. Em geral, substâncias químicas ativas contra bactérias não são ativas contra 
fungos e vice-versa. É necessário comprovar que o conservante presente na formulação é 
eficaz contra determinados microrganismos. 


A utilização de sistemas conservantes adequados e validados, assim como o cumprimento 
das BPFs, são necessários para a conservação adequada das formulações. Entende-se que a 
qualidade microbiológica de um produto não deve depender exclusivamente do seu sistema 
conservante. Por mais que a produção de um medicamento seja livre de contaminação, a partir 
do momento que o consumidor começa a utilizar um produto, existe um contato com o meio 
ambiente, permitindo a entrada de microrganismos. Dessa forma, se não houver um sistema 
eficaz para o controle microbiano, o produto será contaminado rapidamente, com alterações 
de cor, cheiro e aparência, além de poder conter bactérias que causam doenças. Por todos 
esses motivos, foi desenvolvido pelo Food and Drug Administration (FDA) um teste para avaliar 
a eficácia dos conservantes: o Challenge Test (teste de desafio do sistema conservante). 


A escolha dos conservantes deve ser adequada para que sejam efetivos. Além disso, de- 
ve-se considerar que os conservantes podem ser inativados, total ou parcialmente, deixando 
o produto sem a proteção esperada. Portanto, testes de eficácia para os conservantes devem 
ser parte essencial dos dados de segurança dos produtos. Esses testes têm por objetivo 
determinar o tipo e a concentração eficaz mínima do conservante necessário para garantir a 
proteção satisfatória do produto desde a fabricação até a sua utilização final pelo consumidor. 


Teste de adequação dos métodos farmacopeicos 


Antes de utilizar os métodos farmacopeicos na rotina do controle microbiológico de pro- 
dutos não estéreis para a contagem de microrganismos viáveis, deve ser demonstrada a 
eliminação de qualquer propriedade antimicrobiana, por meio de um teste de adequação, 
comprovando a recuperação de microrganismos testes que foram adicionados à formulação 
farmacêutica. 


O protocolo do teste de adequação deve reproduzir na íntegra o método farmacopeico, 
como o preparo de amostra, tipo de meio de cultura e soluções-tampão, número e tipo da 
solução de lavagem das membranas, bem como as condições de incubação. O intuito é de- 
monstrar que o método de estimativa qualitativo e/ou quantitativo dos microrganismos viáveis 
seja sensível, exato e confiável. 


As culturas liofilizadas no teste de adequação devem ser mantidas em meios de cultura 
recém-preparados ou mantidas em resfriamento/congelamento por períodos de estocagem 
em que haja a manutenção das características originais da cultura. Os meios de cultura utiliza- 
dos devem ser testados quanto à promoção de crescimento (controle positivo) e esterilidade 
(controle negativo). 











Garantidas essas condições, o inóculo deverá ser adicionado ao produto, não devendo 
exceder 1% do volume do produto diluído, para se obter uma concentração de não mais 
que 100 UFC.mL”!. Os inóculos deverão ser adicionados na amostra diluída e no controle 
(diluente sem amostra). Deve ser comprovada a recuperação dos microrganismos na pre- 
sença e na ausência de amostra. Se o crescimento for inibido (redução menor que 50%), 
deve-se fazer modificações no procedimento de contagem para assegurar a validade dos 
resultados, como a adição de mais uma etapa no preparo das amostras (neutralização, 
diluição ou filtração). 


Agentes inativantes, utilizados para induzir a inibição da atividade antimicrobiana, devem 
ser adicionados ao diluente escolhido ou ao meio de cultura, preferencialmente antes da 
esterilização, comprovando sua eficácia e toxicidade. Devem ser comparados os seguintes 
grupos: |) amostra + diluente com inativante, Il) branco com diluente e Ill) branco com di- 
luente e neutralizante. A Tabela 15.3 apresenta alguns conservantes e como pode ser feita a 
neutralização. 











Tabela 15.3. 

Agentes conservantes Neutralizante ou método de neutralização 
Álcool Diluição 

Aldeídos Diluição, tiossulfato, glicina 
Bisbiguanidas Lecitina 





Cloreto de mercúrio e outros compostos mercuriais Tioglicolato*; tiossulfato de sódio 





Clorhexamida 


Polissorbatos e lecitina 





Compostos amônio quartenários 


Lecitina, polissorbato 80 





Compostos fenólicos 


Diluição e polissorbato 80 





EDTA 
Glutaraldeido 


ions de Mg* e Ca 


Glicina e bissulfito de sódio 





Halogênios 


Tiossulfato 





Hipoclorito de sódio 


Tiossulfato de sódio 





Ácidos orgânicos e seus ésteres 


Diluição e polissorbato 80 





Parabenos 


Sorbatos 


Polissorbato 80 e lecitina 


iluição 





Antibiótico beta-lactâmico 





Cloranfenicol 





D 
Beta-lactamase 
@ 


oranfenicol acetiltransferase 





Sulfonamida 


Ácido p-aminobenzoico 





Trimetoprima 


Timidina 


*Tioglicolato pode ser tóxico para certos microrganismos, especialmente esporos e Staphylococcus; 
tiossulfato pode ser tóxico para Staphylococcus. Utilizar Caldo Neutralizante Dey-Engley ou Neutralizante 


Universal. 


Adaptada da Farmacopeia Brasileira, 5º edição, 2010. 





Quando se utiliza o método de filtração por membrana e os métodos de contagem em 
placas, o número de colônias obtido não deve ser menor que 50% do inóculo inicial para cada 
microrganismo na ausência do produto e o número de colônias obtido no diluente não deve 
ser menor que 50% do inóculo padrão. Quando se utiliza o método de NMP, o valor calculado 
está compreendido no intervalo de confiança de 95% dos resultados obtidos. 


Se a neutralização não for adequada, pode-se admitir que essa falha em recuperar os 
microrganismos seja devido ao produto. Apesar de o produto não ser suscetível à contami- 
nação a um microrganismo específico, outros potenciais microrganismos podem causar a 
contaminação. Esses microrganismos não descritos na farmacopeia poderão ser testados 
quanto à inativação do conservante. 


Garantidas as condições da contagem microbiana, pode-se partir para o teste de eficácia 
de conservantes e, consequentemente, definir a concentração ideal para uma determinada 
formulação. 


Teste de eficácia de conservantes 


A quantidade de conservante adicionada em uma formulação deverá ser mínima neces- 
sária para que haja a proteção do produto sem que cause malefícios ao paciente. A eficácia 
antimicrobiana pode ser inerente ao produto, no caso de antibióticos como a amoxicilina, ou 
devido à adição de conservantes. Apesar dos medicamentos serem produzidos seguindo as 
BPFs, o fabricante deve garantir que esse produto manterá sua qualidade até o momento que 
expira o prazo de validade. 


Para a condução do teste de eficácia de conservantes, é necessário que haja a garantia de 
que o método de contagem de microrganismos recupere a quantidade presente, conforme foi 
visto no teste de adequação de produtos farmacêuticos. Além disso, a Farmacopeia Brasileira 
52 edição exige que o microrganismo não tenha mais que cinco passagens contadas a partir 
do ATCC original. Após inocular os microrganismos testes em meio de cultura sólido, deve-se 
coletar a suspensão obtida e dissolvê-la em solução salina estéril para se obter uma concen- 
tração de 1 x 10º UFC.mL”!. A suspensão de bactérias e leveduras deverá ser utilizada em 24 
horas. A suspensão de bolores pode ser utilizada em até sete dias, se mantida sob refrigeração. 


O ideal que o teste seja conduzido na embalagem original do produto, sendo 5 embala- 
gens originais do mesmo. Os microrganismos teste são: |) Escherichia coli ATCC 8739, II) 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, III) Staphylococcus aureus ATCC 6538, IV) Candida 
albicans ATCC 10231 e V) Aspergillus niger ATCC 16404. A concentração do inóculo no 
produto final deverá ser entre 1 x 105e 10º UFC.g! ou mL", para a categoria IV (conforme 
classificação da Farmacopeia Brasileira 52 edição) o número de colônias deverá estar entre 
1 x 10%e 10*UFC.g ou mL". A classificação das categorias é apresentada na Tabela 15.4. O 
volume do inóculo deverá ser 0,5-1,0% em relação ao volume/massa do produto final. 

As amostras deverão ser incubadas em estufas à temperatura de 22,5 °C + 25 °C, e 
amostradas nos intervalos de 7, 14 e 28 dias. Em cada tempo e no tempo inicial, determinar o 
número de colônias (UFC.mL”!). Determinar a concentração de colônias presentes no produto 
e avaliar o decaimento em relação à concentração inicial em termos de redução logarítmica. 


ANÁLISE QUANTITATIVA DE ANTIBIÓTICOS 
UTILIZANDO TÉCNICAS MICROBIOLÓGICAS 


Quando um antimicrobiano é administrado ao paciente, a forma farmacêutica deve conter 
a concentração adequada do princípio ativo, para que a concentração atinja níveis apro- 
priados no local da infecção para poder exercer efeito bactericida ou bacteriostático. Se a 





Tabela 15.4. 


Categoria 


Categoria 1 


Injetaveis, outros parenterais 
incluindo emulsões, produtos 
otológicos, nasais estéreis, 
oftálmicos constituídos de base ou 
veículo aquoso 


VEEM) 





Bactérias: redução 1 log, 3 log's e não deve aumentar o 
número respectivamente nos intervalos de 7, 14 e 28 dias 


Bolores e leveduras: não deverá haver aumento em relação 
à concentração inicial em todos os tempos analisados 





Categoria 2 


Produtos de uso tópico. Constituídos 
de base, ou veículo aquoso, 
produtos nasais não estéreis 

e emulsões, incluindo aqueles 
aplicados em membranas mucosas 


Bactérias: redução 2 log's em 14 dias e não deve haver 
aumento em relação ao 14º dia no intervalo de 28 dias 


Bolores e leveduras: não deverá haver aumento em relação 
à concentração inicial em todos os tempos analisados 





Categoria 3 


Produtos orais constituídos de 
base ou veículo aquoso, exceto 
antiácidos 


Bactérias: redução 1 log em 14 dias e não deve haver 
aumento em relação ao 14º dia no intervalo de 28 dias 


Bolores e leveduras: não deverá haver aumento em relação 
à concentração inicial em todos os tempos analisados 





Categoria 4 


Antiácidos constituídos de base 
aquosa 


Bactérias: não deverá haver aumento em relação à 
concentração inicial em todos os tempos analisados 


Bolores e leveduras: não deverá haver aumento em relação 


à concentração inicial em todos os tempos analisados 


Adaptada da Farmacopeia Brasileira, 5º edição, 2010. 


concentração do antibiótico estiver abaixo daquela necessária, não produzirá o efeito farma- 
cológico esperado e, se estiver acima, pode exercer ação tóxica sobre o organismo humano. 
De acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 edição (volume II), a potência dos antibióticos em 
formas farmacêuticas deve apresentar no mínimo 90% do valor declarado e um máximo que 
varia de 110-130%, de acordo com o medicamento. 


As técnicas empregadas na quantificação de uma substância ativa sempre dependem 
da utilização de susbstâncias químicas de referência (SQR). No caso das metodologias mi- 
crobiológicas são necessários o emprego de um padrão antibiótico, uma cepa bacteriana de 
referência conhecida, métodos estatísticos e uma valiosa análise dos resultados para que os 
testes sejam bem sucedidos. 


Esses testes são principalmente indicados para medir o teor de uma substância quando não 
há metodologias físico-químicas disponíveis. Além disso, pode-se avaliar a inibição do cresci- 
mento bacteriano de associações de compostos, assim como a possível perda de atividade de 
uma substância. Mede-se a potência (atividade) de um antibiótico por meio da comparação da 
dose do padrão do antibiótico que inibe o crescimento de uma cepa sensível com a dose da 
preparação do antibiótico que se quer testar e que produziria uma inibição semelhante. Essas 
técnicas são importantes no controle e garantia da qualidade de formulações farmacêuticas. 


Os delineamentos descritos na Farmacopeia Brasileira são: i) procedimento para delinea- 
mento retas paralelas (3x3 ou 2x2), ou seja, 3 concentrações de padrão e 3 para amostra ou 
2 concentrações de padrão e 2 de amostra, e ii) procedimento para delineamento 5x1. As 
concentraçoes em ambos os delineamentos devem estar em progressão geométrica. 





Preparo do inéculo 


Antes de iniciar os testes é necessário padronizar a suspensão microbiana em solução 
fisiológica estéril. Pode ser feita por comparação com a escala 0,5 de MacFarland ou 25% 
de transmitância em espectrofotômetro ajustado em comprimento de onda de 580 nm. 
Experimentalmente, estipula-se a quantidade de inóculo a ser adicionado em 100 mL de meio 
de cultura, a fim de obter um crescimento uniforme e zonas de inibição bem delimitadas ou 
crescimento homogêneo no meio líquido. 


Preparo do padrão de antibiótico 


Com a finalidade de obter parâmetros comparativos, é necessário que a mesma SQR seja 
testada no experimento em que a amostra é submetida a análise quantitativa. Esse padrão 
deve ser mantido em dessecador e, após pesado, diluído em solvente adequado. A solu- 
ção de trabalho deve ter concentração expressa em microgramas ou unidades por mililitro 
e, ao prepará-la, utiliza-se solução de diluição de acordo com o padrão em questão. Para 
cada antibiótico a ser testado, pode-se encontrar as faixas de concentração que devem ser 
testadas, de modo que a concentração mediana deve ser aquela de referência e as outras 
concentrações devem ser calculadas em escala logarítmica. Cada solução tem um período 
de validade quando mantido sob refrigeração. Todos esses dados podem ser encontrados 
em compêndios oficiais de acordo com o princípio ativo que se quer testar. 


Teste de difusão em ágar 


Esse método se baseia na difusão do antibiótico por intermédio do meio de cultura solidi- 
ficado em uma placa de Petri (90 x 150 mm). Uma espécie de microrganismo é selecionada 
para cada tipo de antibiótico a ser testado e é então semeada por técnica de pour plate em 
um meio de cultura específico (que possui uma concentração de ágar que varia de 1 a 2,35%) 
fundido e resfriado a uma temperatura de 48 a 50 °C. Sobre o meio de cultura já solidificado 
é colocado o antimicrobiano a ser testado. Cada placa de Petri recebe aproximadamente 25 
mL de meio de cultura. 


O antibiótico pode ser impregnado em discos de papel de filtro apropriado ou inserido no 
interior de cilindros dispostos verticalmente sobre o meio de cultura. Esses cilindros podem 
ser confeccionados com aço inoxidável, porcelana, alumínio ou vidro, com diâmetro externo 
de 8 mm + 0,1 mm, diâmetro interno de 6 mm + 0,1 mm e comprimento de 10 mm + 0,1 mm. 
Além disso, o antibiótico a ser testado pode ser colocado em perfurações com diâmetro de 5 
a 8 mm feitas no próprio meio de cultura. As diferentes concentrações do antibiótico padrão 
(P) e amostra (A) devem ser aplicadas nas placas de tal forma que as concentrações maiores 
(A1 e P1) fiquem de lados opostos às concentrações menores (A2 e P2), distribuídos de forma 
equidistante (Fig. 15.5). 

O antimicrobiano se difunde em concentrações decrescentes de forma centrífuga até 
atingir a concentração inibitória mínima. Forma-se então uma zona ou halo de inibição ao 
redor do antibiótico, onde a cepa bacteriana semeada não consegue crescer. A temperatura 
selecionada para o crescimento de cada espécie bacteriana deve estar regulada e pode 
variar no maximo + 0,5 °C. 


A Tabela 15.5 mostra os microrganismos padrão utilizados para cada antimicrobiano a ser 
testado para os testes de difusão em disco. 








OEE Esquema de distribuição de discos de antibióticos padrão e amostras para 
determinação da potência por técnica de difusão em ágar. 


Teste por turbidimetria 


Esse método se baseia na utilização de um meio de cultura específico em caldo que seja 
favorável ao rápido crescimento microbiano, todavia, quando homogeneizado com uma solu- 
ção de antibiótico a ser testado, ocorre a inibição do seu desenvolvimento. O microrganismo 
selecionado deve ser sensível ao antibiótico, de modo que, após aproximadamente quatro 
horas de incubação em temperatura específica, seja desenvolvida uma turvação no meio 
de cultura. Essa turvação deve refletir a correlação entre a dose e a resposta do antibiótico 
analisado, ou seja, a intensidade da turvação deve ser inversamente proporcional às con- 
centrações do antimicrobiano adicionada a cada série de tubos. A temperatura selecionada 
para o crescimento bacteriano deve estar regulada para + 0,1 °C. São utilizados tubos de 
ensaio idênticos (por exemplo, 16x125 mm ou 18x 150 mm) estéreis e limpos, sem resíduos 
de soluções de limpeza ou de antibióticos. 


Distribuem-se volumes iguais de meio de cultura, assim como das soluções padrões e das 
amostras testadas. Utiliza-se ao menos três concentrações do padrão e da amostra analisa- 
da, em triplicata. Após o período de incubação, adiciona-se 0,5 mL de solução de formaldeído 
12% em cada tubo para cessar o crescimento microbiano. Determina-se a absorbância para 
cada tubo em espectrofotômetro ajustado em comprimento de onda de 530 nm, zerando o 
equipamento com o caldo nutriente adicionado do solvente utilizado para diluir as amostras e 
o padrão, além dos 0,5 mL de formaldeído 12%. 


De acordo com a Farmacopeia Brasileira, 52 edição, e a Farmacopeia Americana 40, os 
antibióticos a serem ensaiados por meio do método turbidimétrico são: amicacina, canamici- 
na, candimicina, capreomissina, ciclosserina, cloranfenicol, clortetraciclina, demeclociclina, 
diidroestreptomicina, doxiciclina, espectinomicina, estreptomicina, gramicidina, lincomicina, 
minociclina, oxitetraciclina, rolitetraciclina, tetraciclina, tirotricina e tobramicina. 


A Tabela 15.5 mostra os microrganismos recomendados para cada antibiótico para os 
testes turbidimétricos. 


Tabela 15.5. 


Microrganismos 


Nº ATCC 





Antibiótico a ser testado 


















































Bacillus subtilis 6.633 Canamicina, dactinomicina, diidroestreptomicina, 
estreptomicina, mitomicina, rifampicina, vancomicina 

Bordetella bronchiseptica 4.617 Colistimetato de sódio, colistina, polimixina B 

Enterococcus hirae 10.541 Gramicidina, tiostrepton 

Escherichia coli 10.536 Cloranfenicol, espectinomicina 

Klebsiella pneumoniae 10.031 Capreomicina, estreptomicina, troleandomicina 

Kocuria rhizophila 9.341 Amoxicilina, ampicilina, ciclacilina, clindamicina, 
cloranfenicol, eritromicina, feneticilina 

Micrococcus flavus 14.452 Anfomicina 

Micrococcus luteus 7.468 Bacitracina 

Micrococcus luteus 10.240 Bacitracina 

Microsporum gypseum 14.683 Griseofulvina 

Mycobacterium smegmatis 607 Bleomicina 

Pseudomonas aeruginosa 25.619 Carbenicilina 

Saccharomyces cerevisiae 9.763 Anfotericina B, candicidina 

Saccharomyces cerevisiae 2.601 Nistatina 

Staphylococcus aureus 6.538 P Benzilpenicilina, cefacetrila, cefadroxila, cefalexina, 
cefaloglicina, cefaloridina, cefalotina, cefapirina, 
cefazolina, cefoxitina, cefradina, ciclosserina, 
cloxacilina, dicloxacilina, fenoximetilpenicilina, 
neomicina, oxacilina, rifampicina 

Staphylococcus aureus 9.144 Tilosina 

Staphylococcus aureus 29.737 Amicacina, benzilpenicilina, canamicina, cefalotina, 
cefapirina, ciclosserina, clortetraciclina, cloxacilina, 
demeclociclina, doxiciclina, metaciclina, nafcilina, 
oxitetraciclina, rolitetraciclina, tetraciclina, 
tobramicina 

Staphylococcus epidermidis 12.228 Gentamicina, neomicina, netilmicina, novobiocina, 


Calculo da poténcia 


paromomicina, sisomicina 


Após as medidas das zonas de inibição ou da absorbância, estabelecem-se as médias 
dos halos ou turvação induzidas pelo padrão e pelo medicamento testado e se o teste seguir 
um delineamento 2x2 (duas doses do padrão e duas doses da amostra), segue-se a seguinte 
fórmula, estabelecida de acordo com a linearidade do sistema: 





Atividade antimicrobiana = antilog M x 100 





M = (log da razão das doses) x l (Al + 42)-(P1+ a 


(41+ P1)- (42+ P2) 


Legenda: 


A1 e P1 = médias para as maiores concentrações. 


A2 e P2 = médias para as menores concentrações. 


Se o delineamento do teste for 3x3 (três doses do padrão e três doses da amostra), utiliza- 
-se o seguinte esquema de distribuição dos discos e cálculo da potência: 


Atividade antimicrobiana = antilog M x 100 





Al+ 42+ 43)-(Pl+ P2+ P3 
M= goods des ($) [1 Si )-( |) 


(41+P1)- (43+ P3) 


Legenda: 


A1 e P1 = médias para as maiores concentrações. 


A2 e P2 = médias para as concentrações intermediárias. 


A3 e P3 = médias para as menores concentrações. 


VALIDAÇÃO DE TÉCNICAS MICROBIOLÓGICAS 


Além das técnicas descritas em compêndios oficiais, métodos alternativos de análises po- 
dem ser utilizados no laboratório de microbiologia, de acordo com a conveniência e o custo. 
Para tanto, é necessário que estas sejam submetidas aos estudos de validação. Nos testes 
quantitativos é necessário avaliar características como exatidão, precisão, seletividade, limite 
de detecção, limite de quantificação, linearidade e robustez. Em ensaios qualitativos torna-se 
necessário apenas a seletividade. 


Exatidão: mede se os resultados do método alternativo se aproximam do método tradi- 
cional, ou seja, analisa o quanto o novo método é bom para ser utilizado ou substituir o 
convencional ou, no caso de doseamento, o quanto o valor experimental se aproxima 
do verdadeiro. 


Seletividade: é a capacidade de detectar os vários microrganismos presentes em uma 
amostra, assim como enumerar os microrganismos que se propõe ou, no caso do do- 
seamento, de determinar a potência na presença de outros compostos (fármacos e 
excipientes farmacêuticos). 


Limite de quantificação: é a quantidade mínima de microrganismos que o teste con- 
segue quantificar ou, no caso do doseamento, a menor concentração que o método 
consegue quantificar. 

Linearidade: verifica se o teste analisa proporcionalmente a quantidade de micror- 
ganismos ou, no caso do doseamento, se as respostas são proporcionais às concen- 
trações avaliadas. 

Precisão: avalia o grau de semelhança entre os resultados individuais de testes realiza- 
dos repetidas vezes. 





e Robustez: pequenas variações não podem alterar a capacidade de detectar a presen- 
ça de microrganismos na amostra. Esse parâmetro avalia a precisão dos resultados 
levando em consideração as variáveis do teste, como a utilização de instrumentos ou 
reagentes de marcas diferentes. E, normalmente, é avaliado no desenvolvimento do 
método analítico, e não na validação. 
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Estudo de caso 


1. 


Uma amostra de xarope foi recebida para realização de uma análise microbiológica quan- 
titativa de bactérias mesófilas. A análise foi conduzida em duplicata e após a leitura das 
placas, os resultados obtidos foram: 


Diluição 102 = placa A: 234 UFC.mL" e placa B: 212 UFC .mL”. 
Diluição 10 = placa A: 32 UFC.mL" e placa B: 36 UFC.mL". 


Com base nos resultados acima, determine a quantidade de bactérias mesófilas em 
UFC.mL" contidas nessa amostra. 


Determine o Número Mais Provável (NMP.mL') de microrganismos em uma amostra de 
suspensão oral, cuja análise microbiológica em tubos múltiplos apresentou o seguinte 
resultado: 


Diluição 10-' = dois tubos apresentaram turvação e formação de gás; 
Diluição 102 = apenas um tubo apresentou turvação e formação de gás; 
Diluição 10% = apenas um tubo apresentou turvação e formação de gás. 


Um determinado antibiótico foi utilizado por alguns pacientes da farmácia “Gooddrugs” 
para o tratamento de infecções de pele, porém não surtiu o efeito desejado. A empresa 
responsável pela produção do antibiótico foi notificada e o lote foi recolhido para averigua- 
ção. Para avaliar a concentração do antibiótico no medicamento, a empresa realizou um 
ensaio por difusão em discos utilizando três concentrações diferentes (1: 0,250; 2: 0,200 e 
3: 0,160 ug.mL”!) para uma amostra (A) do medicamento e para o antibiótico padrão (P). 
Cada concentração da amostra e do padrão foi analisada em sextuplicata. Foram obtidos 
os seguintes resultados das leituras dos halos de inibição em centímetros: 

















P1 P2 P3 Al A2 A3 
1,63 TSY 1,47 1,49 1,37 121 
1,63 1,48 1,47 1,48 1,35 1,22 
1,70 Wd 1,47 1,48 1,33 11,21] 
1,73 1159) 1,51 1,45 1,35 1,23 
1,74 1,62 1450) 1,46 1,36 1,24 
1,64 1,61 1,54 1,47 1,38 1,20 


Considerando-se que o medicamento deve apresentar no mínimo 90% e no maximo 110% 
do valor de antibiótico declarado, argumente, baseado em cálculos, se o medicamento 
está dentro dos padrões para a utilização e os motivos de não ter promovido o efeito 
desejado. 





Resultados das questões: 


1. Para determinar a quantidade de UFC.mL”! de microrganismos no produto, primeiramente 


é necessário realizar o cálculo das médias das leituras dos números de colônias em cada 
uma das diluições: 


10º = BA ETE = 223x 10? = 2,23 x 10º 


_ 32 + 36 
2 


Depois é só calcular a média dos números de UFC.mL“' obtidos nas diferentes diluições: 
M= (2,23 + 3,4) 
2 


w 





= G4 se WO? = gA se 0 


xO = Zax er URC ime 


. Para responder essa questão, deve-se analisar a combinação de tubos que apresenta- 
ram resultado positivo, ou seja, presença de crescimento microbiano, determinada pela 
turvação e formação de gás nos tubos de Durhan. O número de tubos positivos para 
as diluições 10", 102 10%, foram 2, 1 e 1, respectivamente. Essa combinação deve ser 
localizada na Tabela 15.2 e observada a quantidade de microrganismos na coluna NMP/g 
ou mL”. Nesse caso, o valor observado na tabela é de 20 NMP mL”. 


- Para responder essa questão é necessário, primeiramente, calcular a média dos halos de 
inibição para cada concentração: 


Pil = (Ost PES SG PS = AS 
Al =T A7 A25 T36 A395122 
Depois é preciso determinar a razão entre as doses, que é de 1,25. 


Inserir os valores na fórmula e calcular: 





M = (log da razão das doses) x (5) x f 


(5) (1,47 + 1,36 + 1,22) — (1,68 + 1,56 + 1,49) 
M= (log 1,25) x x 
3 (1,47 + 1,68) —(1,22 + 1,49) 


M=-0,1997 


Al+ A2 + A3)—(P1+ P2+P3) 
(Al + P1)-(43+P3) 








Atividade antimicrobiana= antilog M x 100 
Atividade antimicrobiana = antilog -0,1997 x 100 
Atividade antimicrobiana = 63, 14% 


Pelo calculo da atividade antimicrobiana foi possivel verificar que a amostra apresenta 
concentração abaixo dos padrões permitidos (90-120%). Por isso não apresentou o efeito 
desejado nos pacientes que utilizaram. 
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OBJETIVOS DA APRENDIZAGEM 


Este capítulo tem como princípio propiciar o leitor a conhecimento e posterior avaliação 
das principais metodologias empregadas no controle de qualidade de produtos farmacêuti- 
cos na forma líquida e na forma semissólida. 


CONTROLE DE QUALIDADE DE FORMAS FARMACÊUTICAS LÍQUIDAS 


Formas líquidas são preparações contendo um ou mais ingredientes ativos dissolvidos 
ou dispersos em um ou mais solventes ou veículos. Podem ser divididos em dois grandes 
grupos: soluções e sistemas dispersos. 


Soluções são preparações líquidas que contêm uma ou mais substâncias químicas dissolvidas 
em um solvente adequado ou em uma mistura de solventes mutuamente miscíveis. Dependendo 
da composição as soluções podem ser classificadas ainda em outras formas como: 


Águas aromáticas 
Elixires 

Espíritos 

Extratos fluidos 
Tinturas 

Xaropes 








Os sistemas dispersos são preparações líquidas contendo fármacos não dissolvidos ou 
imiscíveis que se encontram uniformemente distribuídos em um veículo. Compreendem as 
seguintes formas: 


e Suspensões 
e Emulsões (variam de líquidos a semissólidos) 


Também são consideradas as preparações para uso extemporâneo, dispensadas como 
sólidos para solução ou suspensão. Primeiramente são avaliadas como sólidos e depois de 
reconstituídas avalia-se como líquidos. 


As formas farmacêuticas líquidas são também classificadas de acordo com a via de admi- 
nistração: oral, tópica, otológica, oftálmica e parenteral. 


Em termos físico-químicos, as metodologias para controle de qualidade para as diferentes 
formas líquidas não irão diferenciar muito; o que muda é a exigência de método microbiológi- 
co para alguns casos dependendo da via de administração, como a exigência de esterilidade 
em produtos oftálmicos. 


Conceitos 


Os conceitos das formas farmacêuticas também variam um pouco entre as Farmacopeias 
Brasileira, Americana e Britânica, assim como a classificação entre líquidos e semissólidos, 
e por isso, nesta edição, será seguido o compêndio oficial brasileiro, que deve ser preferen- 
cialmente usado segundo a legislação vigente no país. A Farmacopeia Brasileira conceitua as 
formas líquidas da seguinte maneira: 


Águas aromáticas 


São soluções saturadas contendo óleos essenciais ou outras substâncias aromáticas 
utilizando como veículo a água. Possuem odor característico da substância a qual foi 
preparada. 


Elixir 
É a preparação farmacêutica, líquida, límpida, hidroalcoólica, de sabor adocicado, agra- 
dável, apresentando teor alcoólico na faixa de 20 a 50%. 


Emulsão 


É a forma farmacêutica líquida de um ou mais princípios ativos que consiste de um sis- 
tema de duas fases que envolvem pelo menos dois líquidos imiscíveis e na qual um líquido 
é disperso na forma de pequenas gotas (fase interna ou dispersa) através de outro líquido 
(fase externa ou contínua). Normalmente é estabilizada por meio de um ou mais agentes 
emulsificantes. 


Espírito 


É a forma farmacêutica líquida alcoólica ou hidroalcoólica, contendo princípios aromá- 
ticos e medicamentosos e classificados em simples e compostos. Os espíritos são obti- 
dos pela dissolução de substâncias aromáticas em etanol, geralmente na proporção de 
5% (p/v). 








Extrato fluido 


É a preparação líquida obtida de drogas vegetais ou animais por extração com líquido 
apropriado ou por dissolução do extrato seco correspondente, em que, exceto quando indi- 
cado de maneira diferente, uma parte do extrato, em massa ou volume corresponde a uma 
parte, em massa, da droga seca utilizada na sua preparação. Se necessário, os extratos 
fluídos podem ser padronizados em termos de concentração do solvente; teor de constituin- 
tes ou de resíduo seco. Se necessário, podem ser adicionados conservantes inibidores do 
crescimento microbiano. 


Injetável 


É a preparação estéril destinada à administração parenteral. Apresenta-se como solução, 
suspensão ou emulsão. 


Loção 


É a preparação líquida aquosa ou hidroalcoólica, com viscosidade variável, para aplica- 
ção na pele, incluindo o couro cabeludo. Pode ser solução, emulsão ou suspensão contendo 
um ou mais princípios ativos ou adjuvantes. 


Solução 


É a forma farmacêutica líquida; límpida e homogênea, que contém um ou mais princípios 
ativos dissolvidos em um solvente adequado ou numa mistura de solventes miscíveis. 


Suspensão 


É a forma farmacêutica líquida que contém partículas sólidas dispersas em um veículo 
líquido, no qual as partículas não são solúveis. 


Tintura 


É a preparação alcoólica ou hidroalcoólica resultante da extração de drogas vegetais ou 
animais ou da diluição dos respectivos extratos. E classificada em simples e composta, con- 
forme preparada com uma ou mais matérias-primas. 


Xarope 


É a forma farmacêutica aquosa caracterizada pela alta viscosidade, que apresenta não 
menos que 45% (p/p) de sacarose ou outros açúcares na sua composição. Os xaropes geral- 
mente contêm agentes flavorizantes. 


Metodologias 


Os líquidos de forma geral requerem menos análises que os sólidos, pois no caso das 
soluções, por exemplo, o fármaco já se encontra dissolvido no veículo não necessitando de 
testes de desintegração e dissolução. Em contrapartida, a formulação dos produtos pode ser 
desafiadora em termos de estabilidade, pois a presença de água ou açúcar, como no caso 
dos xaropes, pode facilitar a instabilidade química e a contaminação microbiológica. 





As analises exigidas para liquidos devem cumprir os requisitos dos métodos gerais dos 
compéndios oficiais e análises específicas podem ser exigidas na monografia do produto 
acabado. As principais análises recomendadas são: 


e Determinação de volume 

e Descrição — características organolépticas 
e Limpidez (para parenterais) 

e pH 

e Identificação 

e Teor 


e Teste de gotejamento (para líquidos acondicionados em recipientes com dispositivo 
dosador integrado) 


e Uniformidade de doses unitárias (para líquidos de dose unitária), que pode ser feito 
pelo teste de: 


— Uniformidade de conteúdo — para suspensões e emulsões 
— Variação de peso — para soluções 
e Dissolução (para suspensões) 
e Contagem microbiológica/pesquisa de patógenos (para via oral e tópica) 
e Esterilidade/endotoxinas bacterianas (para via oftálmica e parenteral) 
e Pirogênios (para parenterais) 
Muitas das metodologias aplicadas aos líquidos estão contempladas nos Métodos Gerais 
da Farmacopeia Brasileira, 54 edição. Esta foi publicada em 2010 e sofreu importantes e re- 
presentativas alterações em relação às edições anteriores e por esse motivo os métodos ge- 


rais de determinação de volume e teste de gotejamento, típicos dos produtos líquidos, serão 
aqui detalhados. 


Determinação de volume 


O teste de determinação de volume é requerido tanto para produtos líquidos em reci- 
pientes para doses múltiplas como para líquidos em recipientes para dose única. O teste se 
aplica tanto a preparações líquidas quanto a preparações líquidas obtidas a partir de pós 
para reconstituição. O teste não é requerido para produtos líquidos em recipientes para dose 
única quando, na monografia individual, constar requerimento para Uniformidade de doses 
unitárias — consultar Métodos Gerais na Farmacopeia. 


Metodologia geral para produtos nao injetaveis 

De maneira geral, o teste, conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira deve ser 
conduzido da seguinte maneira: 

1. Separar 10 unidades; 

2. Remover os lacres metálicos, caso necessário; 
3. Retirar os rótulos, caso necessário; 
4 


. Pesar, individualmente, cada umas das unidades e, quando for o caso, juntamente com 
as tampas; 


q 


Homogeneizar os conteúdos de cada uma das unidades; 
6. Retirar os conteúdos de todos os frascos; 








Reunir todos esses conteúdos para que se possa determinar a densidade; 


8. Lavar os recipientes e tampas com água e depois com etanol; 


9. Secar em estufa à 105 °C por uma hora ou temperatura compatível com o material 
recipiente até peso constante; 


10. Retirar o material da estufa e aguardar até que esteja na temperatura ambiente; 

11.Recolocar as tampas e outros componentes, conforme o caso, e pesar novamente; 
Nota: A diferença entre as duas pesagens representa a massa de conteúdo presente 
em cada unidade; 

12. Determinar os volumes individuais (V), em mL, empregando a equação 16.1: 


y=" 


p 
Em que: 
m = peso do conteúdo, em g; 
p = densidade de massa do produto, em g/mL, determinada a 20 °C, conforme descrito 


em Determinação da densidade de massa e densidade relativa — consultar Métodos Gerais 
na Farmacopeia. 


A partir dos valores obtidos, calcular o volume médio das unidades testadas. O volume 
médio não é inferior ao volume declarado e o volume individual de nenhuma das unidades 
testadas é inferior a 95,0% do volume declarado. 





No caso de produtos líquidos em recipientes para doses múltiplas obtidos a partir de pós 
para reconstituição, o volume médio não é inferior ao volume declarado e o volume indivi- 
dual de nenhuma das unidades testadas é inferior a 95,0% ou superior a 110,0% do volume 
declarado. 


Já no caso de produtos em dose única, deve-se verter, separadamente, o conteúdo de 
cada unidade em provetas secas calibradas de capacidade que não exceda 2,5 vezes o 
volume a ser medido, tomando precauções para evitar a formação de bolhas. Deixar o líquido 
escoar por 5 segundos, a menos que indicado de maneira diferente na monografia individual. 
Efetuar a medição. 


O volume médio não é inferior ao volume declarado, e o volume individual de nenhuma das 
unidades testadas é inferior a 95,0% ou superior a 110,0% do volume declarado. 


Metodologia geral para produtos injetáveis 


O teste se aplica a produtos líquidos injetáveis acondicionados em recipientes como 
ampolas, frascos-ampolas, bolsas plásticas, frascos plásticos, carpules ou seringas pré-car- 
regadas. Os recipientes são preenchidos com pequeno excesso volume, de acordo com as 
características do produto, para permitir a administração do volume declarado. Os excessos 
mínimos de volume recomendados na Tabela 16.1 geralmente são suficientes para permitir a 
retirada e a administração do volume declarado. 


Suspensões e emulsões devem ser agitadas antes da retirada do conteúdo e antes da 
determinação da densidade. Preparações oleosas ou muito viscosas podem ser aquecidas, 
se necessário, segundo as indicações do rótulo ou a 37 °C, e agitadas vigorosamente antes 
da retirada do conteúdo. Os conteúdos são então esfriados entre 20 °C e 25 °C antes da 
medição do volume. 


Mais detalhes quanto à metodologia para produtos injetáveis, como, por exemplo, unida- 


des a serem testadas e especificações, podem ser consultadas diretamente na Farmacopeia 
Brasileira 52 Edição. 


Tabela 16.1. 


Excesso minimo de volume recomendado 
































Volume declarado (mL) Moveis/mL Viscosos/mL 
0,5 0,10 One) 
ane) 0,10 OMS 
2,0 0,15 0,25 
3,0 0,20 0,35 
4,0 0,25 0,45 
5,0 0,30 0,50 
10,0 0,50 0,70 
20,0 0,60 0,90 
30,0 0,80 1,20 
50,0 ou mais 2% 3% 


Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010. 


Teste de gotejamento 


O teste de gotejamento destina-se a determinar a relação do numero de gotas por mililitro e 
a quantidade de fármaco por gota em formas farmacêuticas líquidas acondicionadas em reci- 
pientes com dispositivo dosador integrado. Para realizar o teste é necessário conhecer o número 
declarado de gotas por mililitro, ou a quantidade declarada de fármaco em massa por gota. 


Procedimento 
Determinação do número de gotas por mililitro 


O gotejamento deve ser realizado com o frasco invertido na posição vertical ou conforme 
o ângulo de gotejamento declarado pelo fabricante, permitindo o fluxo por gravidade, a uma 
taxa constante, sem qualquer tipo de pressão adicional. Uma leve pressão pode ser aplicada 
em frascos de polietileno. Separar 30 unidades. Proceder ao teste utilizando 10 unidades, em 
ambiente com temperatura controlada de 20 + 2 °C. Para cada unidade determinar a massa 
relativa ao número de gotas correspondente a 1 mililitro, conforme declarado pelo fabricante. 
Se essa relação não estiver declarada, utilizar 20 gotas para o teste. 


Calcular o número de gotas por mililitro para cada unidade testada (N,) segundo a equa- 
ção 16.2: 


N = 





Em que: 


N, = número de gotas utilizado no teste, que pode ser o número de gotas declaradas por 
mililitro (Nd) ou 20 gotas; 


p = densidade de massa do produto, em g/mL, determinada a 20 °C, conforme descrito em 
Determinação de densidade de massa e densidade relativa; 


m; = massa, em g, correspondente ao numero de gotas utilizado no teste. 





Determinação da quantidade de fármaco por gota 


Calcular a quantidade do fármaco, em mg/gota, para cada unidade testada (at), segundo 
a equação 16.3: 


-2 
19, 


Em que: 
Q = quantidade de fármaco, em mg/mL, determinada no doseamento; 
N, = número de gotas por mililitro calculado para cada unidade testada. 


Calcular a porcentagem em relação à quantidade declarada, para cada unidade testada 
(%Qt ou %at), empregando uma das equações 16.4 e 16.5, abaixo: 





%0, =— 1100 ou %q, = -x100 
O,/N 


a! Na Ja 
Em que: 
q; = quantidade do fármaco, em mg/gota, calculada para cada unidade testada; 
Q, = quantidade declarada do fármaco, em mg/mL; 
N; = número declarado de gotas por mililitro; 
qa = quantidade declarada do fármaco em mg/gota. 


Calcular a média das porcentagens individuais obtidas (%0) e o desvio padrão relativo 
(DPR) segundo as equações 16.6, 16.7 e 16.8: 


A Yo 
sap -242 


«=, EGO, %0" 
n-1 


ppr = 190Xs 


%Q 





Em que: 
%Q, = porcentagem em relação à quantidade declarada calculada para cada unidade 
testada; 


s = desvio padrão; 
n = número de unidades testadas. 


Critérios de aceitação 


O produto cumpre os requisitos do teste se as porcentagens individuais, para cada uma 
das 10 unidades testadas, estão situadas entre 85,0% e 115,0% da quantidade declarada 
e o desvio padrão relativo (DPR) não é maior que 6,0%. Se uma unidade estiver fora da 
faixa de 85,0% a 115,0% da quantidade declarada, ou se o DPR for maior que 6,0%, ou se 
ambas as condições forem observadas, testar mais 20 unidades. O produto cumpre o teste 
se no máximo uma unidade está fora da faixa de 85,0% a 115,0% da quantidade declarada, 
nenhuma unidade está fora da faixa de 75,0% a 125,0% e o DPR das 30 unidades testadas 
não é maior que 7,8%. 





CONTROLE DE QUALIDADE DE FORMAS 
FARMACEUTICAS SEMISSOLIDAS 


Semissólidos apresentam uma estrutura semelhante à das dispersões coloidais, sendo 
constituídas por partículas sólidas, dispersas numa fase líquida muito viscosa. São prepa- 
rações destinadas ao uso tópico: preparação prevista para aplicação na pele ou em certas 
mucosas para ação local ou penetração percutânea de medicamentos, ou ainda por sua ação 
emoliente ou protetora. 


Classificam-se em: 

e Cremes 

e Emplastros 

e Géis 

e Pomadas e pastas 


Conceitos 


Os termos usados na Farmacopeia Brasileira para semissólidos são: 


e Creme: É a forma farmacêutica semissólida que consiste em uma emulsão, formada 
por uma fase lipofílica e uma fase hidrofílica. Contém um ou mais princípios ativos 
dissolvidos ou dispersos em uma base apropriada e é utilizada, normalmente, para 
aplicação externa na pele ou nas membranas mucosas. 


e Emplastro: É a forma farmacêutica semissólida para aplicação externa. Consiste de 
uma base adesiva contendo um ou mais princípios ativos distribuídos em uma camada 
uniforme num suporte apropriado feito de material sintético ou natural. Destinada a 
manter o princípio ativo em contato com a pele atuando como protetor ou como agente 
queratolítico. 


e Gel: É a forma farmacêutica semissólida de um ou mais princípios ativos que contém 
um agente gelificante para fornecer firmeza a uma solução ou dispersão coloidal (um 
sistema no qual partículas de dimensão coloidal — tipicamente entre 1 nm e 1 mm 
— são distribuídas uniformemente através do líquido). Um gel pode conter partículas 
suspensas. 


e Pomada: É a forma farmacêutica semissólida, para aplicação na pele ou em membra- 
nas mucosas, que consiste da solução ou dispersão de um ou mais princípios ativos 
em baixas proporções em uma base adequada usualmente não aquosa. 


e Pasta: É a pomada contendo grande quantidade de sólidos em dispersão (pelo menos 
25%). Deverão atender às especificações estabelecidas para pomadas. 


São bem diversificados os ensaios que podem ser feitos para os semissólidos. Desde a 
avaliação das características organolépticas até a identificação e a dosagem dos fármacos, 
incluindo a determinação da consistência por meio de testes de espalhabilidade, viscosidade 
ou liberação da droga. Nem todas essas verificações são obrigatórias ou possíveis de exe- 
cutar em todos os produtos e, de modo geral, as farmacopeias se preocupam apenas com 
o controle da fórmula, mandando identificar e dosear os fármacos presentes, entre outras 
análises. Porém, na indústria, muitos dos ensaios referidos anteriormente são trabalhos de 
rotina, pois cada laboratório deve preparar seus produtos de forma estável e idêntica de lote 
para lote. 








Hoje, também existe a preocupação em se avaliar a performance dos produtos semissó- 
lidos por meio do teste de liberação in vitro, assim como é feito para os sólidos por meio do 
teste de dissolução. No Brasil, já é exigido que para certos casos de alterações pós-registro 
de produtos tópicos semissólidos sejam apresentados resultados comparativos entre a taxa 
de permeação cutânea da condição anteriormente registrada e da nova condição. É preciso 
esclarecer que apesar de estar escrito “permeação” na legislação, o que é exigido e tem 
sido aceito é o teste de liberação pela ANVISA. A diferença entre os testes é que o teste de 
permeação vai testar o quanto da droga é capaz de permear a barreira da pele e é feito com 
membranas de pele de animais, já o teste de liberação mede o quanto do fármaco foi liberado 
do veículo da formulação e difunde-se por uma membrana sintética, um teste mais simples. 


As análises exigidas para semissólidos devem cumprir os requisitos dos métodos gerais 
dos compêndios oficiais e análises específicas podem ser exigidas na monografia do produto 
acabado. De forma geral, as análises requeridas para produtos semissólidos são: 


e Determinação de peso 
e Descrição — características organolépticas 
e Identificação 


e Teor 
e Uniformidade de conteúdo (só para produtos de dose unitária) 
° pH 


e Contagem microbiológica 
e Esterilidade e contagem de partículas metálicas (para oftalmicos) 
Além desses, alguns testes específicos para produtos tópicos podem ser realizados: 
e Viscosidade e espalhabilidade 
e Tamanho de partícula 
e Uniformidade do conteúdo do tubo 
e Testes de desempenho: 
— Dissolução 
— Teste de liberação in vitro 


Muitas análises estão contempladas nos Métodos Gerais das farmacopeias, inclusive a 
Farmacopeia Brasileira, como, por exemplo, determinação de peso e uniformidade de conteú- 
do. Dessa forma, a seguir, vamos focar nas análises mais específicas para avaliar a qualidade 
dos produtos semissólidos. 


Descrição 
As características organolépticas (aspecto, cor, odor, sabor e tato) constituem o indicativo 
mais acessível para se avaliar a qualidade de um semissólido. 


O exame visual pode dar uma ideia da homogeneidade, que pode ser vista com mais rigor, 
ao microscópio, permitindo a determinação do tamanho das partículas dispersas. Fornece 
parâmetros que permitem avaliar, de imediato, o estado da amostra em estudo por meio 
de análises comparativas, com o objetivo de verificar alterações como separação de fases, 
formação de grumos entre outros. A cor e o aroma também constituem dois marcadores da 
estabilidade das formulações: uma mudança de cor, um cheiro diferente, mais acentuado ou 
menos pronunciado, são indícios de que houve alteração. 


Deve-se utilizar uma amostra de referência (ou padrão) mantida em condições ambien- 
tais controladas, para evitar modificações nas propriedades organolépticas. Após avaliação 





comparativa, a amostra tem que estar em conformidade com a amostra de referência (padrão) 
preestabelecida. 


pH 

Quando aplicável, semissólidos podem ter seu pH testado no momento da liberação do 
lote ou como ferramenta de acompanhamento da estabilidade do produto. Devido à maioria 
dos semissólidos conter quantidades muito limitadas de água ou fase aquosa, as medidas 
de pH só podem ser garantidas como ferramenta de controle de qualidade, conforme o caso. 
No entanto, seu conhecimento pode constituir um índice importante, pois cada produto deve 
apresentar pH compatível com a região do corpo onde se aplica, por exemplo, produtos de 
administração na mucosa nasal devem ter um pH entre 6,0-7,6, os de uso ocular entre 7,4-8,0 
e os de emprego vaginal entre 3,5-5,0. 


Para proceder as medidas, adicionar quantidade previamente estabelecida de água des- 
tilada isenta de dióxido de carbono, agitar ligeiramente para solubilizar/dispersar/suspender 
o produto e proceder à determinação potenciométrica, mergulhando o eletrodo apropriado 
na fase aquosa. Essa técnica serve para produtos O/A, mas não serve para produtos de tipo 
contrário, em que o eletrodo ficaria recoberto por uma película gordurosa. Não tem significado 
medir pH em meio não aquoso com eletrodos convencionais. Para essa medida, devem ser 
utilizados eletrodos específicos. 


Tamanho de partícula 


O tamanho de partícula em uma formulação semissólida é determinada e controlada no 
estágio de desenvolvimento da formulação. Quando aplicável, os produtos devem ser tes- 
tados, no momento da liberação do lote ou como indicador de estabilidade, para qualquer 
mudança no tamanho ou hábito cristalino da partícula do fármaco que podem comprometer a 
integridade e/ou a performance do produto, conforme o caso. Por exemplo, em alguns casos 
de alterações pós-registro pode ser interessante investigar o tamanho da partícula. A análise 
é feita por microscópio, as gotículas são medidas em uma escala micrométrica calibrada 
adaptada na ocular do microscópio. 


Viscosidade 


Propriedades reológicas como a viscosidade de uma formulação semissólida podem in- 
fluenciar a liberação da droga do veículo. A viscosidade pode influenciar diretamente a taxa de 
difusão, ainda que semissólidos de relativa alta viscosidade possam exibir altas taxas de difu- 
são quando comparadas a produtos de baixa viscosidade. Dependendo da sua viscosidade, o 
comportamento reológico de um produto semissólido pode afetar a sua validade, sua espalha- 
bilidade e consequentemente sua taxa de liberação no local de tratamento, comprometendo a 
segurança e eficácia do produto. Dessa forma, manter a reprodutibilidade do comportamento 
reológico é um importante controle para demonstrar a consistência lote-a-lote do produto. 


A viscosidade de um semissólido é influenciada pela estrutura física do produto como seu 
tamanho de partícula, pela técnica de amostragem, temperatura da amostra, tamanho e forma 
do recipiente e a metodologia para medida da viscosidade. 


Diversos métodos podem ser usados para caracterizar a consistência de um semissólido, 
como penetrometria, viscometria e reometria. Para semissólidos, a viscosidade é feita usan- 
do viscosimetros rotativos; um bastante comum é o viscosímetro de Brookfield, que mede a 
viscosidade pela força necessária para girar o spindle no produto que está sendo testado. 


Segundo a Farmacopeia Brasileira, para utilizar esse aparelho, deve-se proceder da se- 
guinte forma: 








1. adicionar a amostra a ser analisada no recipiente coletor do aparelho, até a marca 
desejada; 


2. programar o aparelho, escolhendo um numero de spindle e uma rotação a serem tes- 
tados, de acordo com metodologia específica; 


3. imergir o spindle na amostra a ser analisada; 


4. acionar o aparelho e, após estabilização do valor, que aparecerá no display do apare- 
lho, anotar esse valor que será expresso em centipoise (cP); 


Caso não haja estabilização do valor, teste novamente, utilizando outro número de spindle 
ou outra rotação. 


A unidade dinâmica, Sistema CGS, de viscosidade é o poise. A unidade dinâmica análoga 
no Sistema Internacional de Unidades (SI) é o pascal segundo. O poise é frequentemente utili- 
zado com o prefixo centi, um centipoise (cP) é um milipascal segundo (mPa-s) em unidades SI. 


Sistema CGS — poise (P) 
1P=1g-cm':s'1 


Sistema Internacional de Unidades — pascal segundo (Pa:s) 
tPas=1tkg:m!:s!=10P 


Pascal segundo equivale a 10 poise, mas, normalmente, é mais utilizado milipascal segun- 
do (mPa:s). 


Reologia 


A viscosidade pode ser medida pontualmente (analisando apenas a viscosidade a partir 
de uma velocidade de cisalhamento) ou pode ser feito o estudo reológico do produto. O 
estudo reológico é determinado usando um viscosímetro capaz de produzir diferentes velo- 
cidades de cisalhamento, medir a força de cisalhamento e construir um gráfico a partir dos 
resultados, gerando o chamado reograma. 


Os corpos semissólidos são fluidos não newtonianos e podem ser classificados quanto 
às suas propriedades reológicas em três grupos fundamentais: plásticos, pseudoplásticos e 
dilatantes, podendo apresentar ou não tixotropia. O importante para o controle de qualidade 
de um produto farmacêutico semissólido é conhecer qual é o histórico de fluxo da amostra 
que está sendo testada para detectar possíveis alterações não desejadas. 


Teste de liberação in vitro 


A capacidade de um fármaco, em uma formulação tópica, permear a pele e exercer seus 
efeitos é dependente de dois eventos consecutivos: o fármaco precisa primeiro difundir para 
fora do veículo em direção à superfície da pele e então precisa permear essa barreira em di- 
reção ao local de ação. Ambas as etapas são dependentes das propriedades físico-químicas 
da droga, veículo e da barreira da pele. 


Os testes de desempenho de semissólidos auxiliam no desenvolvimento do produto e no 
monitoramento das alterações pós-registro. Alterações no processo de produção, no fornece- 
dor de matéria-prima e de excipientes podem alterar a liberação do fármaco da formulação 
para a pele. 


O teste de liberação in vitro é um dos vários métodos que podem ser usados para caracte- 
rizar o desempenho de produtos tópicos como os semissólidos. O teste é realizado utilizando 
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GETTER Modelo de célula de difusão vertical. Fonte: Ueda et al., 2009. 


uma célula de difusão vertical (Fig. 16.1) como o sistema da célula de Franz, com o uso de 
uma membrana sintética. O produto em teste é colocado no lado superior da membrana no 
chamado “compartimento doador” da célula e um fluido receptor é adicionado no outro lado 
da membrana no “compartimento receptor”. A difusão da droga pela membrana é monitorada 
pelo doseamento sequencial de amostras coletadas do fluido receptor. O método precisa ser 


validado e as coletas podem ser automatizadas. 


A quantidade de fármaco liberado por unidade de área (mcg/cm?) é plotada contra a 
raiz quadrada do tempo em um gráfico, produzindo uma linha reta. A inclinação dessa reta 
representa a taxa de liberação. Os dados são comparados estatisticamente e servem para 
monitorar a qualidade do produto. 
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Estudo de caso 


1. Discuta a importância do ensaio de liberação in vitro para produtos semissólidos. 


Resposta: Os produtos semissólidos são produtos de uso tópico. Sendo de uso tópico, 
podem ser de ação local (pele como órgão-alvo) ou sistêmico (produtos transdérmicos). 
Para exercer seu efeito, essas formulações precisam que o fármaco seja liberado do ve- 
ículo para poder exercer seu efeito na pele e/ou penetrar e atingir a corrente sanguínea. 
Não adianta o produto ter um teor adequado e/ou boa aparência se não consegue exercer 
adequadamente seu efeito terapêutico. Por isso, o teste de liberação in vitro é útil. Ele vai 
avaliar em que velocidade e quantidade o fármaco consegue ser liberado do veículo. Ele 
é valioso no desenvolvimento das formulações, para controlar alterações pós-registro e 
pode também ser usado para avaliar a reprodutibilidade lote-a-lote de um produto. 
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OBJETIVOS DE APRENDIZAGEM 


O presente capitulo tera finalidade de descrever os principais métodos empregados na 
determinação da qualidade, identidade, pureza, potência e estabilidade dos biofármacos, 
levando em consideração principalmente as propriedades físico-químicas, imunoquímicas e 
atividade biológica desses produtos. 


INTRODUÇÃO 


Desde meados dos anos 70, os grandes avanços na área de fisiologia, farmacologia, 
enzimologia e biologia celular e molecular têm levado a enormes progressos na habilidade 
de entender a bioquímica e os eventos moleculares relacionados a diversas doenças, per- 
mitindo, assim, a proposta do uso de novos fármacos. Adicionalmente, avanços na genética 
molecular e na tecnologia de DNA recombinante permitiram a expansão de uma nova área de 
inovação, a biofarmacêutica. 


Assim, os fármacos biotecnológicos, ou simplesmente, biofármacos são proteínas 
(incluindo os anticorpos), peptídeos ou ácidos nucleicos utilizados para fins terapêuti- 
cos ou de diagnóstico e obtidos a partir de organismos vivos por meio de processos 
biotecnológicos. 


Controle de Qualidade de Biofármacos 


Paralelamente ao desenvolvimento dos processos biotecnológicos e aos avanços em pes- 
quisa e desenvolvimento, o percentual de participação e vendas de biofármacos no mercado 
vem crescendo consideravelmente. 


Atualmente, existem no mercado mundial mais de 370 biofármacos aprovados, fazendo 
com que milhares de pacientes no mundo sejam beneficiados com os medicamentos prove- 
nientes de biotecnologia para tratar ou prevenir as mais diversas enfermidades. Dentre os 
principais grupos de produtos estão os anticorpos monoclonais; citocinas (interferons, inter- 
leucinas); fatores de crescimento hematopoiéticos (eritropoietina, fator estimulador de colônia 
de granulócitos); hormônios (insulina, hormônio do crescimento, gonadotrofinas); fatores da 
coagulação sanguinea (FVIII, FIX); enzimas (L-asparaginase, glucocerebrosidase); além das 
vacinas. 


Apesar do grande potencial terapêutico dos biofármacos, sua eficácia in vivo é ampla- 
mente dificultada por uma série de características, como: (1) baixa estabilidade tanto in vitro 
como in vivo (meia-vida plasmática); (2) baixa permeabilidade pelas membranas biológicas; 
(3) baixa biodisponibilidade; e (4) imunogenicidade. 

A imunogenicidade pode provocar uma redução na eficácia terapêutica do biofármaco, 
levar o paciente a apresentar uma resposta alérgica ou anafilática grave, ou mesmo à indução 
de imunidade a proteínas endógenas do próprio paciente, fato que representa a maior preo- 
cupação no tocante à segurança desses produtos farmacêuticos. 


Enquanto os fármacos clássicos são sintetizados por meio de processos químicos, os 
biofarmacos são obtidos por processos biotecnológicos envolvendo sistemas vivos. O pro- 
cesso de produção de biofármacos caracteriza-se por uma variabilidade intrínseca, com 
consequente necessidade de uma validação mais estrita e permanente avaliação do produto 
ao longo de todo o processo de produção. Adicionalmente, os biofármacos apresentam uma 
estrutura molecular extensa, complexa e inerentemente heterogênea, de maneira que essa 
complexidade molecular é uma das principais diferenças entre os biofármacos e os medica- 
mentos químicos convencionais, como demonstrado na Figura 17.1. 





Representação da estrutura molecular do fator de coagulação sanguínea Vila (A) e do 
diclofenaco de sódio (B). 





Assim, em contraste com a maioria dos medicamentos convencionais sintéticos ou natu- 
rais, os biofármacos apresentam inconvenientes analíticos (separação, purificação e análise) 
e farmacêuticos (armazenamento, formulação e administração). 


ASPECTOS REGULATÓRIOS 


De maneira geral, os aspectos regulatórios para biofármacos são os mesmos utilizados 
para fármacos produzidos de maneira tradicional; no entanto, complementos são normalmen- 
te emitidos de modo a atender às necessidades específicas desses produtos. 


No Brasil, a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) regula, controla e fiscaliza 
os produtos biológicos, tendo como apoio a Resolução (RDC) 315 de 2005 e a RDC 55 de 
2010, as quais versam sobre o Regulamento Técnico de registro, alterações pós-registro e 
revalidação de registro de produtos biológicos terminados e a RDC 17 de 2010, a qual dispõe 
sobre as Boas Práticas de Fabricação de Medicamentos. 


No âmbito internacional, regulamentações instituídas pela Organização Mundial da Saúde 
— WHO (World Health Organization); Agência Europeia de Avaliação de Medicamentos — 
EMEA (European Medicines Evaluation Agency), FDA (Food and Drug Administration), entre 
outras, controlam o processo de produção e distribuição desses produtos com o objetivo de 
garantir a qualidade, segurança e eficácia dos mesmos. 


O FDA, por exemplo, por meio do CBER (Center for Biologics Evaluation and Research) 
controla os seguintes produtos biológicos: produtos alergênicos, sangue e seus derivados, 
produtos para terapia gênica, testes e dispositivos para diagnósticos, tecido humano e produ- 
tos celulares utilizados em transplantes e vacinas, entre outros. Além disso, o CDER (Center 
for Drug Evaluation and Research) supervisiona produtos biológicos como anticorpos mono- 
clonais, citocinas, fatores de crescimento, enzimas e imunomoduladores. 


Vale mencionar também que a ICH (International Conference on Harmonization), com 
o objetivo de alcançar maior harmonização entre a indústria farmacêutica e os principais 
órgãos reguladores dos requisitos técnicos necessários para o registro de biofármacos, pu- 
blicou uma série de guias relativos à qualidade de produtos biotecnológicos e biológicos, 
como: Viral Safety Evaluation of Biotechnology Products Derived From Cell Lines of Human 
or Animal Origin (Q5A-R1); Quality of Biotechnological Products: Analysis of the Expression 
Construct in Cells Used For Production of r-DNA Derived Protein Products (Q5B); Quality of 
Biotechnological Products: Stability Testing of Biotechnological/Biological Products (Q5C); 
Derivation and Characterisation of Cell Substrates Used for Production of Biotechnological/ 
Biological Products (Q5D); Comparability of Biotechnological/Biological Products Subject 
to Changes in their Manufacturing Process (Q5E) e Specifications: Test Procedures and 
Acceptance Criteria for Biotechnological/Biological Products (Q6B). 


CONTROLE DE QUALIDADE 


De acordo com a ANVISA, Controle de Qualidade (CQ) é: “Conjunto de atividades destina- 
das a verificar e assegurar que os ensaios necessários e relevantes sejam executados e que 
o produto não seja disponibilizado para uso e venda até que se cumpram com a qualidade 
preestabelecida. O CQ tem por objetivo avaliar as características físicas, químicas e micro- 
biológicas das matérias-primas, embalagens, produtos em processo e produtos acabados”. 


Assim, a verificação da conformidade das especificações deve ser vista como um requisi- 
to necessário para a garantia da qualidade, segurança e eficácia do produto e não somente 
como uma exigência regulatória. 





De um modo geral, os sistemas de CQ para produtos de origem biotecnológica sao simi- 
lares aos aplicados para produtos farmacêuticos obtidos por métodos tradicionais. Assim, 
uma série de estratégias empregadas na análise de produtos farmacêuticos de baixo peso 
molecular, como o uso de padrões de referência e de métodos validados para avaliar um 
amplo espectro de impurezas ou produtos de degradação, também são utilizadas no controle 
de biofármacos. 


No entanto, a complexidade estrutural aliada à complexidade do processo de produção dos 
biofármacos faz com que os sistemas de CQ desses produtos tenham características especiais. 


A diferença fundamental entre o CQ de biofármacos e fármacos tradicionais reside nos 
tipos de métodos empregados para determinar a identidade, consistência, pureza e perfil 
de impurezas dos produtos, sendo necessário o uso de métodos específicos para atestar a 
qualidade, segurança e eficácia desses produtos. Em geral, os desafios, no estabelecimento 
de um método bioanalítico consistente para os agentes terapêuticos biotecnológicos, são 
muitos e mais difíceis de serem controlados do que para os medicamentos tradicionais. 


Somado a isso, no caso de biofármacos, a avaliação do produto é baseada na sua carac- 
terização antes e durante o desenvolvimento do processo de produção, a qual envolve uma 
avaliação extensa quanto a sua estrutura, propriedades físico-químicas, e atividade biológica, 
assim como presença de impurezas, de forma que todos esses aspectos devam ser anali- 
sados conjuntamente, já que isoladamente não fornecem informações suficientes sobre a 
qualidade destes produtos. 


Considerando que o processo de produção de biofármacos pode ser dividido nas se- 
guintes etapas: (i) Desenvolvimento e cultivo da linhagem celular (Upstream process); (ii) 
Purificação (Downstream process); e (iii) Obtenção da forma farmacêutica final, é necessário 
que diferentes aspectos sejam controlados e qualificados em cada uma dessas etapas. 


Controle nas fases iniciais do processo de produção 


A primeira etapa da produção de biofármacos (upstream), que envolve a clonagem e 
expressão do gene de interesse; seleção dos clones mais adequados; criação do banco de 
células mestre e do banco de células de trabalho; e cultivo celular, exige a seleção de linha- 
gens de células produtoras com bom rendimento, alta qualidade, estabilidade e ausência de 
contaminantes. 


O sistema de expressão de uma proteína recombinante pode ser procarionte (bactérias) 
ou eucarionte (com base principalmente em leveduras e linhagem de células animais). Essa 
escolha é normalmente uma função direta da complexidade da molécula de interesse, assim 
como da viabilidade econômica e eficiência do processo de fermentação ou de cultivo celular 
a ser empregado. 


Os primeiros produtos derivados da biotecnologia foram produzidos utilizando E. coli, 
devido ao elevado grau de entendimento de sua biologia molecular. Nos últimos anos, entre- 
tanto, o uso de cultura de células eucarióticas em grande escala tornou-se relativamente co- 
mum. O emprego de sistemas de expressão procariontes apresenta uma série de vantagens, 
tais como elevada expressão da molécula-alvo, curto período de crescimento, além de baixo 
custo e operação simples. No entanto, como uma das principais desvantagens está o fato de 
que a molécula de interesse é geralmente produzida em sua estrutura molecular primária e 
não na estrutura molecular tridimensional necessária para sua atividade. 


As limitações encontradas no uso de E. coliforam fundamentais na viabilização e aumento 
do emprego de sistemas eucarióticos, particularmente na produção de proteínas grandes ou 
glicoproteínas, já que células eucariontes secretam esses produtos na sua estrutura molecular 








idéntica a proteina natural produzida em nosso organismo. No entanto, aspectos relacionados 
ao custo e questões de segurança aparecem como os fatores mais limitantes no emprego 
desses sistemas. 


As células utilizadas para o processo devem ser mantidas em um banco de células, 
garantindo assim um fornecimento contínuo durante a vida útil do produto. Essa abordagem 
envolve um banco de células mestre que é usado para gerar um banco de células de 
trabalho. 


O banco de células mestre consiste em uma cultura derivada de uma única colônia ou uma 
única célula totalmente caracterizada, distribuída em frascos numa operação única. Possui 
composição uniforme e é armazenado criogenicamente sob condições definidas. Já o banco 
de células de trabalho consiste de cultura de células preparada a partir do banco de células 
mestre sob condições de cultivo definidas, armazenado criogenicamente e usado para iniciar 
a cultura de células na produção. 


Em geral, o CQ para produtos obtidos a partir de células procariontes é menos comple- 
xo do que os sistemas requeridos para aqueles obtidos a partir de células eucariontes. No 
entanto, de uma maneira ampla, a qualificação dos bancos de célula deve considerar vários 
fatores, incluindo: 


1. Caracterização celular — deve conter dados sobre a origem, fenótipo e genótipo da 
célula hospedeira. Ao lidar com produtos recombinantes, a documentação deve incluir 
também informações sobre as estratégias de clonagem do gene e caracterização do 
vetor recombinante, incluindo a sequência de material genético incorporado, assim 
como as sequências reguladoras e marcadoras; 


2. Descrição da composição e origem do meio de cultura usado para os bancos de células; 


3. Determinação da ausência de contaminantes ou agentes infecciosos, tais como bacté- 
rias, fungos, micoplasmas ou vírus; 

4. Determinação das propriedades da célula e estabilidade dessas propriedades durante 
o processo de produção; 

5. No caso de linhagens celulares eucariontes provenientes de mami 
rias informações sobre a tumorigenicidade do banco de células. 


£ 


eros, são necessa- 


Além do controle do banco de células, é fundamental que seja feito um controle dos pro- 
cessos de fermentação e cultivo celular. O fato de que o simples conhecimento das proprie- 
dades e da composição do meio de cultivo celular pode levar a um aumento no rendimento 
do processo demonstra a importância do controle nessas etapas iniciais do processo de 
produção de biofármacos. Assim, nessa fase devem ser conduzidos testes que assegurem 
a estabilidade genética do organismo produtor, uma produção consistente do produto de 
interesse, além de comprovarem a ausência de contaminação. 





Controle nas fases de separação e purificação 


Essa etapa (downstream process) engloba a separação e purificação da biomolécula de 
interesse, e tratamento dos resíduos. Não há processo de purificação de aplicação geral, de 
forma que sua definição depende da aplicação final da molécula-alvo, de suas características 
físico-químicas, assim como aquelas das impurezas. O material resultante, o qual pode ser 
chamado de princípio ativo, é avaliado por testes biológicos, físico-químicos e clínicos de 
modo a garantir pureza aceitável para a sua utilização como um agente farmacológico. 

O processo de recuperação, extração e purificação de biomoléculas obtidas a partir de 
processos fermentativos ou cultura de células é geralmente baseado no emprego de diferen- 
tes métodos, os quais podem ser consultados com maiores detalhes. 





Em linhas gerais, o processo de recuperação inicia-se com o isolamento da molécula 
de interesse a partir do meio de fermentação ou meio de cultura celular. A complexidade 
dessa etapa é determinada pelas características do meio utilizado no processo de produção 
e principalmente se o produto de interesse é expresso intra ou extracelularmente. 


A capacidade do processo de purificação em eliminar os contaminantes como ácidos 
nucleicos, proteínas celulares, endotoxinas, microrganismos (bactérias, fungos e leveduras), 
vírus ou outras impurezas indesejáveis, como componentes químicos derivados do meio, bem 
como sua reprodutibilidade devem ser cuidadosamente determinadas. 


Controle do produto 


Após o processo de purificação da biomolécula de interesse, diferentes estratégias são 
utilizadas para alcançar um produto final que cumpra todos os requisitos de um produto 
farmacêutico, tais como aspectos de farmacocinética e de segurança. 


Avaliação da estabilidade dos biofármacos 


Para garantir sua segurança e eficácia, os biofármacos devem atender as características 
de qualidade definidas não somente logo após seu processo de produção, como também 
durante o período de validade, previamente estabelecido. 


Muitos fatores como variações de temperatura, umidade, luz, agitação (durante transpor- 
te e/ou manuseio) e mesmo os ciclos de congelamento e descongelamento, podem afetar 
a qualidade e estabilidade dos biofármacos, levando a modificações químicas (oxidação, 
desaminação, redução e hidrólise) e/ou físicas (dissociação, desnaturação, agregação e 
precipitação). Adicionalmente, a maior complexidade estrutural dos biofármacos e a presen- 
ça de possíveis modificações pós-traducionais, fundamentais para sua atividade biológica, 
também afetam tanto o potencial quanto a cinética de degradação desses produtos. Assim, 
são necessárias condições rigorosas de armazenamento para evitar a degradação e garantir 
a manutenção da atividade biológica de um biofármaco, assim como o emprego de forma 
combinada de diferentes metodologias na avaliação da estabilidade desses produtos. 


Os requisitos básicos para o estudo de estabilidade de biofármacos estão descritos nos 
guias do ICH: Stability Testing of new Drug Substances and Products (Q1A-R2) e Quality of 
Biotechnological Products: Stability Testing of Biotechnological/Biological Products (Q5C). 


Dessa forma, o CQ dos biofármacos requer uma caracterização detalhada do organismo 
produtor, avaliação completa do meio de crescimento/propagação celular, análise explícita 
do processo de recuperação do produto final, e finalmente caracterização do produto final. 
Assim, diferentes métodos físicos, químicos e biológicos são empregados na determinação 
da qualidade, identidade, pureza, potência e estabilidade dos biofármacos, considerando 
principalmente os seguintes aspectos: 


Propriedades físico-químicas 


A caracterização físico-química geralmente inclui a determinação da composição, proprie- 
dades físicas e estrutura primária do produto desejado. Informações a respeito da conformação 
estrutural e estado de agregação do produto podem ser obtidas por metodologias adequadas 
e merecem atenção especial. Isso porque modificações pós-traducionais podem influenciar as 
propriedades biológicas e farmacológicas do produto e, portanto devem ser indicadas. 


Assim, embora certo grau de heterogeneidade estrutural ocorra devido ao próprio proces- 
so de biossíntese, o qual utiliza organismos vivos para obtenção desses produtos, deve haver 
um padrão de heterogeneidade aceito, que não deve alterar a atividade, eficácia e segurança 
do produto obtido. 








Atividade biológica 


Descreve a habilidade específica ou a capacidade de um produto de obter um efeito 
biológico definido e assim constitui uma etapa igualmente essencial na caracterização com- 
pleta de um biofármaco. Exemplos de procedimentos usados para medir a atividade biológica 
incluem ensaios em modelo animal, em culturas de células e in vitro (bioquímicos). 


Propriedades imunoquímicas 


Quando o produto de interesse é, por exemplo, um anticorpo, suas propriedades imunoló- 
gicas devem ser totalmente elucidadas. Assim, ensaios de ligação do anticorpo a antígenos 
purificados devem ser realizados, além disso, a molécula-alvo que contém o epítopo relevante 
deve ser definida bioquimicamente. As propriedades imunoquimicas das proteínas podem ser- 
vir para estabelecer a sua identidade, homogeneidade ou pureza, ou ainda para quantificá-la. 


Teor de pureza, impurezas e contaminantes 


A pureza absoluta de um biofármaco é de difícil determinação e dependente do método 
empregado. A escolha e otimização de procedimentos analíticos para tal finalidade deve cen- 
trar-se na separação do produto desejado a partir de substâncias relacionadas com o produto 
e de impurezas, sendo comum o emprego de uma combinação de métodos para tal finalidade. 


Já as impurezas observadas nesses produtos podem estar relacionadas ao processo de 
produção (p. ex., proteínas e DNA da célula hospedeira, anticorpos monoclonais, componen- 
tes dos meios de cultura de células, ou ainda enzimas, reagentes químicos e bioquímicos, 
sais inorgânicos, solventes, carreadores, ligantes e outros compostos utilizados no processo 
de purificação), ou estarem relacionadas ao produto (p. ex., precursores e certos produtos de 
degradação). Essas impurezas devem ser minimizadas por meio da utilização de processos 
de fabricação adequados e bem controlados. Quando quantidades aceitáveis de impurezas 
podem ser geradas, esses materiais devem ser totalmente caracterizados e, se possível, sua 
atividade biológica avaliada. 


Os contaminantes incluem todos os materiais introduzidos acidentalmente, os quais não 
fazem parte do processo de produção, como materiais químicos e bioquímicos e/ou espécies 
microbianas. Devem ser rigorosamente evitados e/ou controlados adequadamente por meio de 
critérios ou limites de aceitação específicos para cada produto. Já a contaminação acidental por 
vírus ou por micoplasma não pode ser aceita, devendo ser consideradas e seguidas as estraté- 
gias propostas pelo ICH nos guias: Quality of Biotechnological/Biological Products: Viral Safety 
Evaluation of Biotechnology Derived Products Derived from Cell Lines of Human or Animal Origin 
(Q5A-R1) e Quality of Biotechnological/Biological Products: Derivation and Characterization of 
Cell Substrates Used for Production of Biotechnological/Biological Products (Q5D). 


Quantificação 


Um aspecto relevante para um biofármaco é sua quantificação, que deve ser realizada 
utilizando ensaio apropriado, o qual geralmente é de natureza físico-química. 


PRINCIPAIS MÉTODOS EMPREGADOS NO CONTROLE 
DE QUALIDADE DE BIOFÁRMACOS 


Análise de biofármacos depende muito do uso de métodos sofisticados para comprovar 
sua identidade e homogeneidade estrutural e para avaliar a vida útil ou a estabilidade desses 
produtos. Dentre os métodos mais comumente utilizados na determinação dos diferentes 
aspectos a serem elucidados, destacam-se: 





Conteúdo proteico 


A quantificação do total de proteínas é uma das determinações mais difíceis de ser rea- 
lizada, pois frequentemente requer a confirmação por métodos alternativos. Por outro lado, 
está entre as mais importantes de todos os ensaios empregados para biofármacos, visto 
que os resultados de outras análises, como o de potência, são dependentes diretamente do 
resultado dos ensaios de quantificação. 


Existem vários métodos para a determinação do conteúdo proteico, os quais podem 
ser empregados em diferentes etapas do processo de produção. Dentre os mais utilizados 
temos: 


Determinação da absorbância no ultravioleta (UV) por espectrofotometria 


A concentração da amostra é calculada de acordo com a absortividade da proteína de- 
terminada empiricamente. O comprimento de absorção geralmente usado é de 280 nm e o 
coeficiente de absortividade molar deve ser determinado no mesmo solvente usado para a 
amostra. Assim, a espectrofotometria no UV permite uma medida absoluta de concentração 
de uma proteína específica sem a necessidade de calibração com padrões. 


Método de Lowry 


Baseia-se na redução do reagente Folin-Ciocalteu causada pela oxidação, catalisada por 
cobre (Il), dos aminoácidos aromáticos tirosina, triptofano e fenilalanina. O produto dessa 
reação, que apresenta coloração azul é quantificado espectrofotometricamente na região do 
visível entre 540 e 560 nm. 


Método de Bradford 


Utiliza a reação do corante Coomassie Brilliant Blue com proteínas em meio ácido. A con- 
centração de proteína em solução é então determinada pela comparação da absorbância em 
595 nm com uma curva padrão de um material de referência. 


Métodos fluorescentes 


Normalmente baseados na reação da fluorescamina ou o-ftaldialdeído com as aminas pri- 
márias da região N-terminal de polipeptídeos e das cadeias laterais de aminoácidos como a 
lisina. Apresentam como vantagens a maior sensibilidade e a possibilidade de serem usados 
com proteínas hidrofóbicas. 


Método de Kjeldahl 


Fornece uma determinação exata e precisa do conteúdo proteico, por meio da quantidade 
de nitrogênio presente na proteína. E estimado que 1 mg de nitrogênio equivale a 6,5 mg de 
proteína. 


Análise de aminoácidos 


A análise de aminoácidos é um método químico clássico utilizado para a determinação da 
composição de aminoácidos das proteínas e peptídeos. 

O método consiste em duas etapas: a primeira envolve a hidrólise da proteína ou peptídeo 
em seus aminoácidos constituintes; na segunda etapa é realizada a separação, identificação 
e quantificação dos aminoácidos por técnicas cromatográficas apropriadas. Assim, esse 








método pode ser utilizado para determinar tanto a composição em aminoácidos de um produ- 
to (identificação) como a quantidade total de proteínas presente. 


Embora a análise de aminoácidos seja um método simples, possui algumas desvantagens 
tais como a destruição parcial ou completa de alguns aminoácidos (como serina, treonina e 
triptofano); é um método semiquantitativo e pode apresentar baixa sensibilidade a alguns ami- 
noácidos como cisteína e metionina e também a pequenas quantidades de contaminantes. 


Sequenciamento de proteínas 


O sequenciamento de proteínas é útil no CQ de biofármacos, pois pode fornecer informa- 
ções sobre a estrutura primária da proteína de interesse; além disso, para produtos obtidos 
empregando a tecnologia de DNA recombinante, serve para confirmar a presença da se- 
quência de aminoácidos prevista pela sequência de DNA utilizada. Essa análise pode ser útil 
também na determinação da homogeneidade do produto obtido. 


Fornece informações sobre a estrutura primária de uma proteína pela degradação sequen- 
cial a partir da região N-terminal (sequenciamento amino-terminal) ou C-terminal (sequencia- 
mento carboxi-terminal) da biomolécula de interesse. 


Mapeamento de peptídeos 


O mapeamento de peptídeos é um dos principais métodos requeridos para demonstrar a 
equivalência estrutural de um lote específico de um material frente a um padrão de referência. 
É utilizado ainda para confirmar a manutenção da estrutura primária lote-a-lote. Trata-se assim 
de um método de identificação altamente específico, o qual serve também para confirmação 
da estabilidade genética do produto, já que pode ser usado para determinar a presença 
de um ou vários aminoácidos incorretos resultantes, por exemplo, de mutação ou tradução 
incorreta da sequência de cDNA. 


O procedimento envolve a fragmentação sítio-específica da proteína em peptídeos re- 
solvidos posteriormente por técnicas cromatográficas apropriadas. Essa fragmentação pode 
ser realizada por endoproteases (tripsina, quimotripsina, termolisina ou protease V8), sele- 
cionadas de acordo com a sequência primária da proteína, ou por degradação química com 
brometo de cianogênio, capaz de clivar em sítios específicos da molécula. Uma desvantagem 
comum dessas técnicas de fragmentação é que pode ocorrer a clivagem não sítio-específica. 
Os fragmentos gerados podem ser separados e analisados por diferentes técnicas como 
eletroforese capilar e técnicas cromatográficas, com destaque para cromatografia líquida de 
alta eficiência em fase reversa. 


Determinação de carboidrato 


Dentre as possíveis modificações pós-traducionais que ocorrem em proteínas está a 
glicosilação, ou seja, a ligação covalente de cadeias de oligossacarídeos. A glicosilação é 
uma característica de proteínas recombinantes que são expressas em linhagens de células 
eucarióticas, e pode influenciar sua farmacocinética e função. Assim, mudanças no perfil 
de glicosilação podem ter um impacto significativo nas características farmacodinâmicas e 
consequentemente na eficácia terapêutica de biofármacos. 


Embora a cadeia polipeptídica de uma glicoproteína seja sintetizada sob o controle direto 
do código genético, os oligossacarídeos, sintetizados e posteriormente transferidos para a ca- 
deia polipeptídica por enzimas conhecidas como glicosiltransferases, podem apresentar certa 
heterogeneidade de cadeias de carboidratos. Assim, a glicosilação é dependente da linhagem 
celular, e glicoproteinas com cadeias polipeptídicas idênticas expressas em linhagens celula- 
res diferentes podem apresentar estruturas de carboidratos consideravelmente distintas. 





Duas abordagens principais podem ser utilizadas para determinar os acucares ligados 
covalentemente a certa glicoproteina. No primeiro caso, a composição total de carboidratos 
pode ser obtida sem clivagem enzimática, empregando uma clivagem química e os derivados 
analisados por métodos espectrofotométricos, os quais podem ser acoplados a espectrome- 
tria de massas. 


O segundo procedimento envolve a liberação, por clivagem enzimática, e separação das 
estruturas individuais de oligossacarídeos ligadas covalentemente à glicoproteína. Para isso 
é importante conhecer o tipo de ligação envolvida, a qual pode ocorrer de duas maneiras 
principais: por meio de uma ligação O-glicosídica envolvendo o grupo hidroxila da serina, tre- 
onina, ou aminoácidos modificados, tais como hidroxilisina ou hidroxiprolina; ou pela ligação 
N-glicosídica da asparagina. Após a quebra dessas ligações, os oligossacarídeos podem ser 
então separados por cromatografia de troca iônica e quantificados, assim como sofrer uma 
digestão enzimática, com glicosidases, ou digestão química para a liberação de monossacari- 
deos e posterior análise destes. 


A eletroforese foi desenvolvida inicialmente em solução, porém técnicas mais recentes 
são realizadas em géis reticulados, os quais permitem uma grande variedade de formatos de 
experimentos mecanicamente estáveis, como a eletroforese vertical ou em tubos ou capila- 
res. Os géis utilizados são quimicamente inertes e interagem muito pouco com as proteínas 
durante a eletroforese, permitindo uma separação muito mais baseada nas diferenças das 
propriedades físicas do que químicas dos componentes da amostra. 


Por apresentar uma simplicidade em sua execução e a utilização de pequenas quantida- 
des de amostra, a eletroforese é uma das técnicas comumente empregadas na avaliação da 
pureza e homogeneidade de proteínas, sendo utilizada também para indicar estabilidade e 
detectar mudanças moleculares e químicas na estrutura da molécula. 


A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE, Sodium 
Dodecy! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) e a focalização isoelétrica (IEF, Isoelectric 
Focusing) são os tipos de eletroforese mais utilizados. 


SDS-PAGE 


Representa a técnica analítica mais utilizada na avaliação da pureza de biofármacos, 
sendo amplamente empregada no CQ do produto final devido a sua rapidez e facilidade de 
realização. A mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida de peptídeos ou proteínas 
desnaturadas é uma função do seu tamanho; assim o método de SDS-PAGE separa as pro- 
teínas principalmente por seu peso molecular. 


Inicialmente, a amostra é desnaturada pelo emprego de um detergente, normalmente o 
detergente aniônico dodecil sulfato de sódio (SDS, Sodium Dodecy! Sulfate), capaz de quebrar 
as ligações não covalentes intra e intermoleculares das proteínas. O SDS recobre as proteínas 
de forma quase uniforme, formando um complexo carregado negativamente; desse modo, 
estas migram sempre em direção ao ânodo, quando colocadas em um campo elétrico, inde- 
pendentemente da sua carga original intrínseca, mas de forma dependente do seu tamanho, 
ou seja, aquelas menores migram mais rapidamente através do gel que as de maior tamanho. 


A separação eletroforética pode ser realizada tanto na condição não redutora como na 
redutora, de forma a identificar a presença de impurezas de mesmo peso molecular ou de cli- 
vagens proteolíticas intramoleculares da proteína de interesse. A detecção da amostra após 








eletroforese pode ser feita pela análise densitométrica empregando o corante Coomassie 
Brilliant Blue ou ainda utilizando coloração com prata. 


SDS-PAGE apresenta algumas limitações importantes, isso porque proteínas com uma 
forma não globular, como as proteínas fibrosas, ou ainda aquelas que interagem de forma 
particular com SDS, podem não migrar de acordo com uma distribuição uniforme de cargas, 
gerando estimativas imprecisas de seu peso molecular. Além disso, as modificações pós- 
-traducionais podem também alterar a mobilidade das proteínas no SDS-PAGE. 


A separação de proteínas por SDS-PAGE pode ser combinada com a análise por Western 
blot, utilizada para detectar a banda referente à proteína de interesse. A análise por Western 
blot, na qual a proteína é transferida para uma membrana de nitrocelulose ou fluoreto de poli- 
vinilideno (PVDF) após sua separação por SDS-PAGE, combina a técnica de eletroforese com 
a detecção imunoquímica, permitindo a determinação da identidade da banda eletroforética, 
além de gerar informações adicionais sobre as características imunológicas da biomolécula 
de interesse. Após o processo de transferência da biomolécula para membrana, esta é imersa 
em uma solução contendo um anticorpo específico capaz de se ligar a proteína de interesse. 
Então, a reação antígeno-anticorpo é detectada por meio de um segundo anticorpo marcado 
enzimaticamente. 


Focalização isoelétrica 


A carga líquida de uma proteína é resultante de sua composição e varia de acordo com 
o pH do meio, sendo que para cada proteína existe um pH no qual a soma de todas as suas 
cargas é igual a zero, ou seja, o ponto isoelétrico (pl). Quando em condições experimentais 
padrão e na ausência de modificações químicas, o pl pode ser considerado uma propriedade 
constante de uma determinada proteína. 


Assim, a técnica de IEF utiliza essa característica, separando as proteínas em função de 
sua carga em um campo elétrico. Essa separação é realizada com proteínas na forma nativa 
em gel de poliacrilamida com poros de grande tamanho ou em gel de agarose contendo 
anfólitos (ions anfotéricos de baixo peso molecular e cargas definidas), que estabelecem um 
gradiente de pH após a aplicação de um campo elétrico apropriado. Simultaneamente, na 
presença de um campo elétrico, as proteínas carregadas positivamente migram para o cá- 
todo e aquelas com carga negativa migram para o ânodo. A migração termina quando cada 
proteína atinge o valor de pH correspondente ao valor de seu pl. Terminada a focalização, a 
detecção pode ser realizada da mesma forma como descrito para SDS-PAGE. 


Considerando que a migração de uma proteína é dependente de sua composição de ami- 
noácidos, formas alteradas da proteína e outras proteínas irão migrar para diferentes pontos 
no gel; assim essa técnica é utilizada como ferramenta para identificação ou para garantir 
a homogeneidade de uma proteína. Outra aplicação importante da IEF é na avaliação da 
estabilidade de um biofármaco, já que, por exemplo, a desaminação de uma proteína com 
o decorrer do tempo, levando à produção de um novo grupo ácido carboxílico, resulta em 
moléculas com pl mais ácido. 


Eletroforese capilar 


Um dos problemas enfrentados pela eletroforese é a geração de calor devido à utilização 
de altos valores de tensão, e no caso da separação de proteínas, o limite superior efetivo não 
deve ultrapassar 300-500 V. Assim, a eletroforese realizada em tubos capilares, com pequeno 
diâmetro interno e área de superfície relativamente grande, destaca-se como uma importante 
estratégia, já que permite o uso de valores de tensão da ordem de 5-50 kV, pois em tubos 





capilares consegue-se uma maior dissipação do calor gerado. O capilar pode ser preenchido 
com tampão, gel de poliacrilamida ou solução polimérica linear não-ligada (eletroforese ca- 
pilar em gel). Dessa forma, as aplicações de eletroforese descritas anteriormente, como IEF 
e SDS-PAGE podem ser realizadas em eletroforese capilar (CE, Capillary Electrophoresis). 


A CE é uma técnica de separação que se baseia na migração diferencial de compostos 
carregados, de acordo com a sua razão massa/carga, em um meio semi-condutivo (tubo capi- 
lar de sílica fundida preenchido com solução eletrolítica) sob influência de um campo elétrico. 


Essa técnica analítica está sendo amplamente empregada na caracterização de produ- 
tos biotecnológicos, como os biofármacos, especialmente devido às inúmeras vantagens, 
as quais incluem simplicidade, rapidez nas análises, possibilidade de automação, robustez, 
baixo custo e baixo consumo de solvente. Oferece ainda uma alta eficiência e um alto poder 
de resolução, utilizando pequena quantidade de amostra. A CE tem se mostrado também 
apropriada ao CQ de biofármacos, incluindo em suas funções o monitoramento em processo, 
a avaliação da pureza e estudos de estabilidade. 


A CE tem sido reconhecida ainda como uma ferramenta valiosa na caracterização de com- 
plexos proteicos, como proteína com polietilenoglicol e de modificações pós-traducionais, 
como glicosilação, já que permite a análise das diferentes isoformas de uma proteína. 


Técnicas cromatográficas 


As técnicas cromatográficas são também muito eficazes na determinação da pureza de 
fármacos recombinantes. No entanto, a cromatografia de proteínas é muito mais dificil, isso 
porque a diversidade de tamanho e/ou forma, carga e hidrofobicidade das proteínas levam a 
uma diversidade de modos de interação entre elas e o suporte cromatográfico. 


A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) 
e suas várias modalidades têm sido amplamente empregadas na determinação da pureza, 
identidade, estabilidade química e quantificação de produtos biológicos obtidos por tecno- 
logia de DNA recombinante. Dessa forma, a HPLC desempenha um papel fundamental no 
desenvolvimento e controle de biofármacos, sendo capaz de monitorar variações estruturais 
mínimas e conformacionais, que podem levar a mudanças significativas na atividade biológica 
desses produtos, além de apresentar alta resolução; facilidade experimental e de automação 
e reprodutibilidade das separações. 


A cromatografia em fase reversa (RP-HPLC, Reverse Phase — High Performance Liquid 
Chromatography), a qual separa proteínas baseada em diferenças sutis de hidrofobicidade, 
é o modo mais utilizado de HPLC, sendo frequentemente aplicada para determinação da pu- 
reza e quantificação de biofármacos, assim como para análise de produtos de degradação. 
Dessa forma, a RP-HPLC desempenha um papel importante na pesquisa e desenvolvimento, 
produção e CQ de biofármacos. 


No entanto, apesar de ter demonstrado grande utilidade analítica, a aplicação da RP-HPLC 
na análise de rotina de proteínas só deve ser realizada após estudos detalhados de validação, 
pois as condições empregadas em sistemas em fase reversa podem afetar a conformação 
da proteína, de modo que a resposta obtida no detector não represente, necessariamente, a 
quantidade do composto em análise. 


O advento da espectrometria de massa trouxe um avanço significativo na tecnologia 
bioanalítica para a análise e medição de peptídeos e proteínas, principalmente o desen- 
volvimento da espectrometria de massa com ionização por spray eletrolítico (electrospray) 
acoplado a RP-HPLC, a qual se mostrou um poderoso sistema de detecção para a análise 
rápida desses compostos. 








Como vantagens da utilização de HPLC acoplada à espectrometria de massas, merecem 
destaque sua alta seletividade, robustez e precisão; a menor interferência da matriz, que 
pode ser identificada e controlada; e também a facilidade e rapidez no desenvolvimento de 
diferentes métodos para diferentes analitos, quando comparadas a outros métodos, como os 
imunoensaios. 


Outro tipo de HPLC comumente aplicado para análise de biofármacos é a cromatografia 
por exclusão de tamanho, a qual efetua a separação de acordo com o tamanho efetivo das 
moléculas, gerando informações sobre o nível de agregação e fragmentação de uma proteína. 
Diferentemente da RP-HPLC, a cromatografia por exclusão de tamanho é realizada sob con- 
dições de separação que normalmente não afetam a conformação estrutural da biomolécula; 
no entanto, sua capacidade para resolver diferenças de massa, ou seja, sua sensibilidade é 
menor e fortemente dependente do material da coluna. 


Outros modos cromatográficos comumente utilizados na avaliação de biofármacos são a 
cromatografia de troca iônica e de interação hidrofóbica. 


Mediante o fato de que os biofármacos são antígenos, ou de alguma forma se ligam a ou- 
tras macromoléculas internas do organismo, os imunoensaios têm sido comumente utilizados 
tanto para identificação e quantificação das biomoléculas de interesse como de possíveis 
impurezas. Podem, ainda, ser empregados na avaliação de anticorpos monoclonais. 


Os imunoensaios consistem em um grande grupo de ensaios, os quais dependem de inte- 
rações altamente específicas antígeno-anticorpo. Estes incluem os ensaios imunoenzimáticos 
de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) e os radioimunoensaios (RIEs). 


O imunoensaio mais utilizado é o ELISA, que permite uma rápida triagem e quantificação 
da presença de antígenos (produto de interesse ou impurezas) em uma amostra. O ensaio 
é baseado na adsorção de proteínas da amostra em uma superfície inerte, essa superfície 
é lavada com solução de proteína inespecífica para bloquear as proteínas introduzidas nas 
etapas subsequentes, as quais podem, também, adsorver na superfície. Em seguida, essa 
superfície é tratada com uma solução contendo o anticorpo primário (anticorpo específico 
contra a proteína de interesse). O excesso de anticorpo é lavado e a superfície é novamente 
tratada com uma solução contendo anticorpos, porém, dessa vez, contra o anticorpo primário. 
Esses anticorpos secundários estão associados a uma enzima capaz de converter um subs- 
trato em um produto de detecção. A formação do produto (monitorada como intensidade de 
cor) é proporcional à concentração da proteína de interesse na amostra. 


Os RIEs são realizados em uma fase líquida ou sólida, usando um anticorpo não marca- 
do contra a proteína de interesse marcada radioativamente. O princípio do ensaio é que a 
inibição da ligação do antígeno marcado com o anticorpo não marcado pelas amostras é 
comparada com a inibição por padrões conhecidos, permitindo a quantificação da proteína 
de interesse. Já os ensaios imunorradiométricos (IRMAs) constituem em um modelo de en- 
saio não competitivo, no qual o componente radioativo é o anticorpo e não o antígeno. Nesse 
caso, são utilizadas duas preparações de anticorpos: o primeiro anticorpo não marcado é 
dirigido contra a proteína de interesse, já o segundo é marcado radioativamente e pode ser 
dirigido contra a proteína ou contra o primeiro anticorpo utilizado. O complexo antígeno- 
-anticorpo formado é isolado e a quantidade de radioatividade, proporcional a quantidade 
de proteína de interesse, é determinada. 

Dentre as vantagens dos imunoensaios merecem destaque a alta sensibilidade e sele- 


tividade, sua versatilidade e flexibilidade, além da capacidade de ser aplicado a qualquer 
macromolécula, independente de seu tamanho. Com relação às limitações, destacam-se 





o tempo requerido para produzir e caracterizar os reagentes de ligação (anticorpos), além 
da necessidade da otimização e padronização dos vários fatores que afetam a cinética e 
equilíbrio da reação antígeno-anticorpo, tais como tempo, temperatura, pH e força iônica. 
Soma-se a isso o fato de que a especificidade do método deve ser demonstrada em relação 
a compostos endógenos com estrutura similar e a metabólitos conhecidos. 


Determinação da atividade 


Ensaios biomiméticos ou bioensaios, ou seja, que imitam o efeito biológico do produto, são 
de grande importância na avaliação de biofármacos, uma vez que são capazes de determinar 
a atividade do produto em análise e garantir sua eficácia. Apesar da existência de inúmeros 
métodos físico-químicos capazes de caracterizar a estrutura de um biofármaco, assim como 
determinar a presença de contaminantes, estes fornecem pouca ou nenhuma informação 
sobre sua atividade biológica. 


A medida da atividade biológica é normalmente expressa em unidades internacionais, 
mas pode ser expressa por unidade de massa, sendo assim chamada de atividade especifi- 
ca, a qual constitui um parâmetro de identidade e/ou pureza. 


Basicamente, existem três principais tipos de ensaios utilizados na determinação da ativi- 
dade biológica: (i) em modelo animal; (ii) em culturas de células; e (iii) in vitro (bioquímico), de 
forma que todos tem aplicação no CQ de produtos biológicos e, independentemente do tipo 
empregado, um bioensaio é sempre desejável e, em alguns casos, necessário. 


Ensaios em modelo animal 


Embora venham sendo empregados por longo período de tempo, apresentam impor- 
tantes desvantagens como a exigência de um grande número de animais; de instalações 
adequadas, assim como de tratadores qualificados; um alto custo e longo tempo de análise; 
baixa reprodutibilidade dos resultados, principalmente devido à variabilidade inter-animal; e 
finalmente as questões éticas relacionadas principalmente à necessidade, muitas vezes, de 
sacrificar um grande número de animais para se obter dados válidos estatisticamente. São, 
entretanto, ainda muito utilizados devido à falta de ensaios em cultura de célula ou in vitro que 
demonstrem eficácia equivalente ou superior. 


Um exemplo de emprego desse ensaio é para determinação de atividade do hormônio de 
crescimento humano (somatrem e somatropina). A potência desse hormônio é determinada 
por meio de um bioensaio de ganho de peso de ratos, no qual ratas hipofisectomisadas são 
monitoradas em relação ao seu ganho de peso durante o período de 11 dias após injeções 
diárias do hormônio de crescimento humano. A potência relativa da amostra em teste é obtida 
pela comparação estatística de sua atividade com a de um padrão de referência. 


Ensaios em cultura de células 


Quando comparados com os ensaios empregando modelo animal, aqueles utilizando cul- 
tura de células são de mais fácil execução, com resultados mais rápidos (1-3 dias), além de 
apresentarem um menor custo e menor desperdício de recursos. 


Um exemplo de emprego desse tipo de teste é para medida da atividade antiviral de 
interferon-a humano em uma linhagem de células humanas diploides do prepúcio ou em uma 
linhagem celular humana de carcinoma de pulmão (A549). Esse ensaio consiste na incubação 
dessas células com interferon e posterior desafio com o vírus da encefalomiocardite, sendo 
então detectadas as células sobreviventes por sua ligação ao corante específico. 








Ensaios in vitro (bioquimicos) 


São métodos relativamente simples, rápidos, precisos e exatos, sendo que essas duas 
últimas características os tornam úteis na avaliação da estabilidade de produtos biológicos. 
Diversos exemplos de bioensaios in vitro baseados na ligação antígeno-anticorpo ou proteína- 
-ligante (receptor) foram desenvolvidos para aplicações específicas e são, portanto, altamen- 
te vantajosos na determinação da potência de anticorpos monoclonais ou outras proteínas. 


O uso de unidades internacionais, assim como de padrões de referência, cuidadosa- 
mente estabelecidos pelas agências regulatórias, é fundamental para determinação da 
atividade biológica de uma preparação. No entanto, a potência de um agente terapêutico 
medida por teste in vitro não deve ser usada para estabelecer doses clínicas, já que não 
reflete exatamente a atividade in vivo, a qual somente pode ser determinada por testes 
clínicos. 


Determinação de DNA 


O DNA residual das células hospedeiras é uma impureza potencial específica dos pro- 
cessos de obtenção de produtos biotecnológicos e é único para cada produto, já que é 
dependente do organismo hospedeiro assim como do processo de recuperação empregado. 
Assim, o controle do DNA residual é uma medida da eficácia e consistência do processo de 
purificação utilizado. 

Embora não tenham ainda sido relatados efeitos adversos de produtos biológicos resultan- 
tes de seu conteúdo de DNA, as agências regulatórias solicitam dos fabricantes a garantia de 
níveis reduzidos de DNA nos produtos derivados da biotecnologia. 


A técnica de hibridização de DNA é o ensaio mais sensível para determinação do conte- 
údo de DNA em produtos. O método se baseia na hibridização do DNA celular da amostra 
com sondas de DNA específicas marcadas com fósforo radioativo (°P) ou modificadas qui- 
micamente, obtidas a partir do DNA da célula hospedeira. A reação em cadeia da polimerase 
(PCR), tecnologia que envolve a amplificação do DNA, também pode ser de grande utilidade 
na detecção e identificação de DNA contaminante. 


Detecção de agentes acidentais e endógenos 


Como descrito anteriormente, o próprio processo de produção de biofármacos leva à pre- 
sença de impurezas, que são agentes relacionados ao produto, os quais devem ser minimi- 
zados ou evitados. Da mesma forma, a presença de contaminantes, ou seja, de agentes intro- 
duzidos acidentalmente durante a produção, deve ser rigorosamente evitada e/ou controlada. 


Para isso, ensaios específicos são utilizados para determinar a possível presença de 
contaminantes durante todo processo de produção. Esse controle é exercido de diversas 
maneiras, incluindo a caracterização do banco de células mestre e dos bancos de células de 
trabalho para garantir a ausência desses contaminantes, avaliação de matérias-primas, ope- 
ração de sistemas de produção fechados, avaliação dos lotes de produção e validação dos 
processos de fabricação específicos para assegurar que os contaminantes, caso presentes, 
sejam inativados ou removidos. 


Os testes de esterilidade empregados para produtos farmacêuticos convencionais, des- 
critos no item Sterility Tests da Farmacopeia Americana, são comumente empregados para 
produtos biotecnológicos. Somado a isso, métodos de avaliação de possível contaminação 
viral também devem ser realizados, já que o risco de contaminação viral é uma caracte- 
rística comum a todos os produtos derivados de linhagens celulares e pode gerar graves 
problemas clínicos. 





Assim, o controle da possível contaminação viral de biofármacos envolve três principais 
abordagens: 


1. Seleção e teste das linhagens celulares e outras matérias-primas, incluindo os compo- 
nentes do meio, para ausência de vírus indesejáveis que podem ser infecciosos e/ou 
patogênicos para humanos; 


2. Avaliação da capacidade dos processos de produção em eliminar vírus infecciosos; 


3. Realização de testes do produto, em etapas adequadas da produção, para determina- 
ção da ausência de vírus infecciosos. 


Diversos ensaios podem ser empregados para detecção de vírus endógenos ou aciden- 
tais, os quais podem ser divididos em: 


Ensaios in vitro 


Consistem da inoculação de linhagens celulares indicadoras, selecionadas por sua capa- 
cidade de suportar a replicação de uma ampla variedade de vírus, e acompanhamento destas 
quanto a marcadores de infecção por vírus, tais como exames citopatológicos, hemadsorção, 
hemaglutinação e imunofluorescência. A escolha do tipo de células utilizadas no ensaio é 
determinada pelas espécies de origem do banco de células a ser testada. Já a natureza do 
ensaio e da amostra a ser testada é determinada pelo tipo de vírus que pode eventualmente 
estar presente. 


Ensaios in vivo 


Incluem a inoculação de animais saudáveis e monitoramento para a doença e morte; ou 
ainda inoculação de animais e, após quatro semanas, avaliação do soro quanto à presença 
de anticorpos específicos contra o vírus de interesse. 


Testes para retrovírus 


A expressão de genes de retrovírus endógeno é altamente variável, dependendo da 
linhagem celular empregada; assim, a natureza imprevisível de sua expressão, somada à 
diversidade de suas propriedades bioquímicas e biológicas, impede o uso de um único teste, 
sendo necessário o emprego de uma estratégia de testes integrados. Os métodos geralmente 
utilizados incluem microscopia eletrônica de transmissão das células do banco de células 
mestre; diversos testes para retrovírus infecciosos que usam linhagens de células indicadoras 
sensíveis a retrovírus; atividade da transcriptase reversa; e indução de retrovírus em células 
do banco células mestre com produtos químicos conhecidos como indutores de retrovírus. 
Além de métodos virológicos clássicos, novas técnicas, como a hibridação da sonda mole- 
cular, começaram a ser usadas para essas avaliações. 
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Estudo de caso 


1. 


Discorra sobre as principais similaridades e diferenças entre os sistemas de controle de 
qualidade empregados para medicamentos convencionais e biofarmacos. 


Resposta: O CQ de biofarmacos apresenta uma série de estratégias que se assemelham 
as utilizadas para produtos farmacéuticos obtidos por métodos tradicionais, como, por 
exemplo, o uso de padrões de referência e de métodos validados para avaliar um amplo 
espectro de impurezas ou produtos de degradação. Além disso, os testes de esterilidade 
empregados para produtos farmacêuticos convencionais são também comumente em- 
pregados para produtos biotecnológicos. No entanto, a estrutura molecular extensa, com- 
plexa e inerentemente heterogênea dos biofármacos, aliada à variabilidade intrínseca do 
processo de produção dos mesmos, faz com que haja a necessidade de uma validação 
mais estrita e permanente avaliação do produto ao longo de todo o processo de produ- 
ção. Adicionalmente, como diferença fundamental entre o CQ de biofármacos e fármacos 
tradicionais, tem-se o tipo de métodos empregados para atestar a qualidade, segurança 
e eficácia desses produtos, de forma que todos esses aspectos devam ser analisados 
conjuntamente, já que isoladamente não fornecem informações suficientes sobre a quali- 
dade dos mesmos. Em geral, os desafios no estabelecimento de um método bioanalitico 
consistente para os biofármacos são muitos e mais difíceis de serem controlados do que 
para os medicamentos tradicionais. 


Enumere os diferentes aspectos a serem considerados na determinação da qualidade dos 
biofarmacos, exemplificando métodos empregados para tal finalidade. 


Respostas: 


Os principais aspectos, com exemplos de métodos a serem considerados no CQ de bio- 
fármacos são: 


a) Propriedades físico-químicas: análise de aminoácidos; sequenciamento de proteínas; 
mapeamento de peptídeos; determinação de carboidrato; eletroforese (SDS-PAGE, 
focalização isoelétrica e eletroforese capilar); e técnicas cromatográficas (HPLC, 
Espectrometria de Massa) são exemplos de métodos a serem utilizados na caracteri- 
zação físico-química de um biofármaco, gerando muitas informações sobre a confor- 
mação estrutural e estado de agregação do produto; 


b) Atividade biológica: por meio do emprego de ensaios específicos, os quais podem 
ser basicamente em modelo animal, em culturas de células ou in vitro (bioquímicos) é 
possível avaliar a habilidade específica ou a capacidade de um produto de obter um 
efeito biológico definido; 


c) Propriedades imunoquímicas: imunoensaios como ELISA e os radioimunoensaios 
são normalmente utilizados na determinação das propriedades imunoquimicas dos 
biofármacos, as quais podem muitas vezes servir para estabelecer a sua identidade, 
homogeneidade ou pureza, ou ainda para quantificação dos mesmos; 








a) Teor de pureza, impurezas e contaminantes: considerando a grande dificuldade na 


determinação da pureza absoluta de um biofármaco, o uso combinado de diferentes 
procedimentos analíticos (descritos nos itens anteriores) é normalmente empregado 
para tal finalidade. Esses mesmos métodos são também utilizados na determinação da 
presença de impurezas assim como de contaminantes. No caso de biofármacos, além 
dos testes de esterilidade normalmente empregados para produtos farmacêuticos con- 
vencionais, o controle da possível contaminação viral deve ser rigorosamente feito por 
testes específicos; 


Quantificação: deve ser realizada utilizando ensaio apropriado, o qual geralmente é de 
natureza físico-química, sendo que a determinação do conteúdo proteico, que pode 
ser feita por determinação da absorbância no UV por espectrofotometria, método de 
Lowry, método de Bradford, métodos fluorescentes e método de Kjeldahl, entre outros 
é altamente empregada no controle de biofármacos. 
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OBJETIVOS DA APRENDIZAGEM 


O uso de produtos de origem vegetal tem aumentado cada vez mais, tanto na area cosmé- 
tica quanto farmacéutica. Assim como as matérias-primas provenientes de sintese quimica, a 
eficácia e segurança de produtos de origem natural precisam ser garantidas. Um dos requi- 
sitos para garantir a eficácia e segurança de produtos farmacêuticos e cosméticos, é a reali- 
zação de ensaios relativos à qualidade química, física e microbiológica. Neste capítulo serão 
abordados diferentes aspectos relacionados ao controle de qualidade de matérias-primas 
vegetais, seus derivados, assim como ensaios relacionados a medicamentos fitoterápicos. 
Este capítulo visa fornecer ao aluno uma ampla visão dos ensaios comumente envolvidos no 
controle de qualidade de matérias-primas vegetais e fitoterápicos, destacando a importância 
e a relevância de cada teste aplicado. Dentre os ensaios que serão abordados neste capítulo 
se destacam os ensaios de autenticidade, aplicados a matérias-primas vegetais, os quais 
visam garantir que a planta em questão é realmente aquela. Nesse tópico, serão aborda- 
dos os ensaios de autenticidade botânicos macroscópicos e microscópicos. Outros ensaios 
que serão abordados se referem à pureza física, química e microbiológica de tais produtos, 
como o teor de cinzas, umidade, pesquisa de materiais estranhos, pesquisa de agrotóxicos 
e pesticidas, metais pesados e contaminantes microbiológicos. Abordaremos também os 
ensaios mais utilizados para determinar quantitativamente os constituintes químicos de ori- 
gem vegetal, assim como os ensaios utilizados em formas farmacêuticas contendo princípio 
ativo fitoterápico. Pretende-se com este capítulo abordar de forma atualizada os tópicos que 
abrangem o controle da qualidade dos fitoterápicos no país, levando-se em consideração a 
legislação vigente. 





INTRODUÇÃO 


Plantas medicinais, fitoterápicos, derivados vegetais e drogas vegetais, qual a diferen- 
ça? Segundo a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) pela RDC nº 14 de 2010, 
plantas medicinais são aquelas que possuem tradição de uso em uma comunidade e são 
capazes de prevenir, aliviar ou curar enfermidades. A planta medicinal ou partes dessa planta 
ao passar processos de coleta, estabilização (quando necessário) e secagem passa ser de- 
nominada de droga vegetal. Já os produtos da extração da planta medicinal in natura ou da 
droga vegetal são denominados de derivado vegetal, podendo ocorrer na forma de extrato, 
tintura, alcoolatura, óleo fixo e volátil, cera e outros (Fig. 18.1). 


Os medicamentos para serem considerados fitoterápicos devem conter exclusivamente 
matérias-primas derivada de plantas medicinais. Não são considerados fitoterápicos aqueles 
medicamentos que possuem em sua composição compostos ativos isolados, nem as associa- 
ções desses com derivados vegetais. 


Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), nos países em desenvolvimento é 
comum o uso de práticas tradicionais na atenção primária à saúde, principalmente práticas 
relacionadas ao uso de plantas medicinais. Porém, o uso inadequado de plantas medicinais 
pode ocasionar problemas à saúde que vão desde a ineficácia terapêutica a reações adver- 
sas severas. A realização de ensaios relativos à qualidade química, física e microbiológica de 
produtos farmacêuticos e cosméticos é um dos requisitos para garantir a eficácia e segurança 
de tais produtos. 





Relação conceitual de diferentes produtos a base de plantas medicinais. 








Duas importantes políticas foram estabelecidas no Brasil em 2006, as quais apresentam 
em suas diretrizes o incentivo à pesquisa e ao desenvolvimento de produtos relacionados 
a plantas medicinais e fitoterápicos que possam ser disponibilizados com qualidade, segu- 
rança e eficácia à população, promovendo o uso sustentável da biodiversidade do país. A 
primeira foi a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares no Sistema Único 
de Saúde (SUS), aprovada por meio da Portaria Ministerial MS/GM nº 971 de 03 de maio de 
2006. A segunda foi a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, publicada por 
meio do Decreto nº 5.813 em 22 de junho de 2006. 


Recentemente, visando preencher as demandas dessas duas políticas, a ANVISA, por 
meio da RDC nº de 10 de março de 2010, estabeleceu uma regulamentação de notificação de 
66 espécies vegetais de drogas vegetais. Esses produtos não se enquadraram como medica- 
mentos, mas poderão ter alegações terapêuticas padronizadas baseadas no uso tradicional. 
Para cada espécie foram padronizadas indicações terapêuticas, forma de uso, quantidade a 
ser ingerida e os cuidados e restrições de uso. 


Para comercialização de medicamentos fitoterápicos é necessária obtenção de registro 
junto à ANVISA, conforme estabelecido pela RDC 26, de 13 de maio de 2014. O registro de 
tais produtos visa garantir que a população tenha acesso a medicamentos seguros, eficazes e 
de qualidade comprovada. Para fins de registro junto a ANVISA os fitoterápicos são divididos 
em Medicamentos Fitoterápicos e Produto Tradicional Fitoterápico, sendo diferenciados pela 
forma como é comprovada sua segurança e eficácia. Os Medicamentos Fitoterápicos têm 
sua eficácia e segurança comprovada por meio de estudos clínicos. Já o Produto Tradicional 
Fitoterápico comprova a segurança e eficácia por meio de demonstração do tempo de uso 
na literatura técnico-científica. Contudo, para serem disponibilizados ao mercado, ambos 
terão que apresentar requisitos semelhantes de qualidade. Os requisitos para o registro de 
medicamentos fitoterápicos equiparam-se aos medicamentos provenientes de síntese qui- 
mica (convencionais), sendo exigidas avaliações desde a matéria-prima vegetal e derivados 
vegetais até o produto final, medicamento fitoterápico. Dentre os principais requisitos para 
o processo de registro está a apresentação de relatórios referentes ao processo produtivo, 
controle de qualidade, ensaios de segurança e eficácia, dados legais da empresa, certificado 
de boas práticas, rotulagem e bula. 


Além dos Medicamentos Fitoterápicos e Produto Tradicional Fitoterápico, são comercia- 
lizados também os chás medicinais, os quais são a droga vegetal com fins medicinais a ser 
preparada por meio de infusão, decocção ou maceração em água pelo consumidor. Os chás 
medicinais são dispensados de registro, mas devem ser notificados junto a ANVISA. 


Assim como todos os medicamentos, os medicamentos fitoterápicos podem apresentar 
efeitos colaterais, os quais podem ser de natureza diversa. Muitos desses efeitos adversos re- 
latados para produtos a base de plantas medicinais são atribuídos a problemas de qualidade. 
Muitos dos efeitos são devidos a associações indevidas de produtos a base de plantas com 
outros medicamentos e substâncias, tais como anti-inflamatórios. Os efeitos adversos podem 
surgir também devido à utilização da espécie errada da planta medicinal, má identificação, 
ou dose de uso errada ou contaminação da planta por substâncias potencialmente perigosas, 
como pesticidas, microrganismos patogênicos e metais pesados. 


Tais problemas relacionados ao surgimento de efeitos adversos provenientes do uso de 
medicamentos fitoterápicos ressaltam a importância do controle de qualidade de tais pro- 
dutos. A qualidade desses produtos deve ser garantida em todo o processo de fabricação, 
incluindo o processo de cultivo de tais plantas. Objetivando a obtenção de produtos com 
qualidade, a ANVISA publicou a RDC nº 13 de 14 de março de 2013 e a RDC nº 69 de 08 de 
dezembro de 2014, as quais dispõem sobre as Boas Práticas de Fabricação para os produtos 





tradicionais fitoterápicos e sobre as Boas Práticas de Fabricação de Insumos Farmacêuticos 
Ativos, respectivamente. 


Há muitos problemas relacionados ao controle de qualidade de produtos derivados de 
plantas medicinais, os quais têm sido bastante discutidos, tais como o desconhecimento das 
substâncias responsáveis pelas atividades terapêuticas relatadas e à insuficiência de dados 
fitoquimicos. Além de limitações nas metodologias analíticas e nos equipamentos, que dificul- 
tam o controle de qualidade de produtos constituídos por extratos vegetais. 

Os principais ensaios relacionados ao controle de qualidade da droga vegetal, seus deriva- 


dos e produtos fitoterápicos final estão listados na Tabela 18.1. A seguir apresentaremos uma 
abordagem sobre cada ensaio, destacando a importância e a relevância de cada teste aplicado. 


Tabela 18.1. 


Ensaios de controle de qualidade Droga vegetal Derivado vegetal Produto acabado 





Testes de autenticidade, caracterização X 
organoléptica, identificação macroscópica e 
microscópica. 


Testes de pureza e integridade X X 





x 


Cinzas totais e/ou cinzas insolúveis em ácido 
clorídrico 





Determinação de água 





Pesquisa de matérias estranhas 





Pesquisa de contaminantes microbiológicos 








Pesquisa de metais pesados 





Resíduos de pesticidas e agrotóxicos 





E x pa x EA x 
x 


Avaliação da ausência de aflatoxinas 





Resíduos de solventes 





Caracterização físico-química 





x EN x E 


Caracterização organoléptica, resíduo seco, pH, 
teor alcoólico e densidade (para extratos líquidos) 


Umidade/perda por dessecação, solubilidade e Xx 
densidade aparente (para extratos secos) 





Densidade, indice de refração, rotação óptica X 
(para óleos essenciais) 





Índice de acidez, de éster, de iodo (para óleos X 
fixos) 


Perfil cromatográfico ou prospecção fitoquímica e X X X 
análise quantitativa do(s) marcador(es) 





Testes realizados no controle da qualidade da X 
forma farmacêutica 


Fonte: Brasil. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitaria. RDC nº 14, de 31 de março de 2010. 








CONTROLE DE QUALIDADE DE DROGA VEGETAL, 
DERIVADO VEGETAL E FITOTERAPICO 


Testes de autenticidade, caracterização organoléptica, identificação 
macroscópica e microscópica 


A avaliação das características organolépticas, macroscópicas e microscópicas é o primei- 
ro passo para estabelecer a identidade e o grau de pureza da matéria-prima vegetal, devendo 
ser levadas em consideração antes de qualquer outro ensaio. Nesses ensaios, amostras re- 
ferências, identificadas nos compêndios oficiais, devem ser utilizadas, sempre que possível, 
para fins de comparação com o material teste. Além disso, a Farmacopeia Brasileira traz nas 
monografias de plantas medicinais, ilustrações com as características macro e microscópicas. 


Na avaliação das características organolépticas deve-se levar em consideração a variabi- 
lidade de percepção de pessoa para pessoa ou pela mesma pessoa em tempos diferentes. 
Contudo, matérias-primas não semelhantes na cor, consistência, odor e sabor ao material de 
referência devem ser descartadas. Um exemplo é a especificação apresentada na mono- 
grafia da hortelã pimenta, a qual cita que a droga deve ter odor forte, aromático, penetrante, 
semelhante ao mentol e sabor aromático picante, com sensação de frescor agradável. 


A identificação de drogas vegetais por meio de suas características macroscópicas e 
microscópicas leva em consideração suas características farmacobotânicas. Assim, a for- 
ma, O tamanho, cor, superfície ou textura são elementos importantes utilizados na avaliação 
macroscópicas de drogas vegetais. Porém, por se tratarem de características subjetivas e 
existirem adulterantes muito parecidos, é necessária a realização de análises microscópicas 
e físico-químicas da amostra. 


Uma vez que a droga vegetal foi caracterizada pelas suas características externas, o pró- 
ximo passo é o exame microscópico. Quando a droga vegetal se tratar de material rasurado 
ou em pó, o que ocorre em na grande maioria das matérias-primas vegetais, a inspeção 
microscópica é indispensável. 

A identificação por microscopia leva em consideração a constatação da existência de 
determinados tipos celulares e na sequência de tecidos encontrados em determinado ór- 
gão. Para análise microscópica, o material vegetal deve passar por diversos procedimentos 
pré-análise descritos em compêndios oficiais. Tais procedimentos incluem hidratação de 
materiais secos e a obtenção de cortes histológicos com navalha, bisturi ou micrótomo, in- 
cluidos em parafina ou não; e ainda, colorações e montagem das lâminas, procedimentos 
de dissociações de tecidos e reações histoquímicas. As reações histoquímicas permitem 
a caracterização de determinados grupos dos constituintes químicos, tais como grãos de 
aleurona, taninos, inulina, lignina, mucilagem, óleos e amido. A observação das estruturas 
anatômicas características é realizada como auxílio de microscópio. 


Testes de pureza e integridade 
Cinzas totais e cinzas insolúveis em ácido clorídrico 


O teor de cinzas totais é a quantidade remanescente de material após incineração. As 
cinzas totais incluem cinzas fisiológicas, provenientes dos próprios tecidos da planta e cin- 
zas não fisiológicas, provenientes de materiais estranhos, como terra e areia aderentes nas 
superfícies da planta. 


O procedimento oficial para determinação de cinzas totais consiste na incineração do ma- 


terial pulverizado até que todo o carvão seja eliminado, sob uma temperatura de no máximo 
600 + 25 °C. Pode ser utilizado um gradiente de temperatura, tal como a incineração por 30 





minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C. O material deve ser incinerado 
até que o peso permaneça constante. Calcular a porcentagem de cinzas em relação à droga 
seca ao ar. 


Cinzas insolúveis em ácido clorídrico constituem o resíduo obtido após fervura de cinzas 
totais com ácido clorídrico diluído e incineração. O método destina-se à determinação de sílica 
e constituintes silícicos da droga. O procedimento consiste na fervura do resíduo obtido na 
determinação de cinzas totais com ácido clorídrico a 7% (p/v). Após fervura, o resíduo deve ser 
filtrado em papel de filtro isento de cinzas e o papel deve ser incinerado a 500 °C até peso cons- 
tante. Calcular a porcentagem de cinzas insolúveis em ácido em relação à droga seca ao ar. 


Determinação de água 


O conteúdo de água presente nas matérias-primas vegetais deve ser controlado, pois o 
alto conteúdo de água propicia o crescimento microbiano, a presença de fungos e insetos, 
além de reações de hidrólise. Assim, o conteúdo de água (umidade) elevado pode compro- 
meter a qualidade da matéria-prima. Os compêndios oficias, como a Farmacopeia Brasileira, 
estabelecem limites para o conteúdo de água presentes em algumas plantas medicinais. 
Um exemplo, o abacateiro (Persea folium) apresenta em sua monografia um limite de água 
máximo de 12%. 


São preconizados três métodos para a determinação de água em drogas vegetais: método 
gravimétrico (dessecação), método azeotrópico (destilação com tolueno) e método volumé- 
trico (Karl Fischer). 


O primeiro, o método gravimétrico, tecnicamente mais simples e rápido, determina o conteú- 
do de água somado ao conteúdo de substâncias voláteis. A amostra é dessecada a 100-105 °C, 
até peso constante. Calcula-se a porcentagem de água em relação à droga seca ao ar. 


No método azeotrópico, a amostra é colocada juntamente com tolueno em um recipiente. 
A água presente na amostra é destilada juntamente o com tolueno, com auxílio de um con- 
densador de refluxo. A água e o solvente destilados são coletados em um tubo coletor. Após 
a separação dos dois solventes imiscíveis (água e tolueno), o volume de água depositado no 
tubo receptor é verificado. 


No terceiro método, volumétrico ou Karl Fischer, o conteúdo de água é determinado pela 
reação quantitativa da água com o reagente de Karl Fischer (dióxido de enxofre e iodo dissol- 
vidos em piridina e metanol). 


Além desses três métodos, atualmente tem sido utilizado um equipamento novo para de- 
terminação de água, as balanças de infravermelho, as quais se baseiam no aquecimento da 
amostra com raios infravermelhos e subsequente evaporação da água. 


Pesquisa de matérias estranhas 


São consideradas matérias estranhas todo material inorgânico (terra, areia e pedra), ma- 
terial orgânico (esterco, insetos e fungos), partes de outras plantas diferentes daquela em 
questão, ou outras partes da planta em questão diferente da especificada na monografia. 


Matérias estranhas podem ser provenientes da estocagem das matérias-primas em locais 
inadequados, com pouca higiene e propícios a contaminação, ou do próprio local de cultivo e 
coleta do material. As plantas medicinais devem ser limpas de terras, areias e outras matérias 
inorgânicas e orgânicas antes de serem processadas para uso como droga vegetal. 


Os fármacos vegetais devem ser isentos de fungos, de insetos e de outras contaminações 
de origem animal. E recomendado que a porcentagem de elementos estranhos não exceda 
2% m/m, salvo algumas exceções. 








A análise é realizada espalhando a amostra em uma superficie plana e separando manual- 
mente os materiais estranhos. A análise deve ser feita primeiramente a olho nu e em seguida 
com auxílio de lente de aumento (5-10 vezes). O material estranho é pesado e a porcentagem 
é calculada com base na quantidade de amostra inicial. 


Pesquisa de contaminantes microbiológicos 


A contaminação microbiana de produtos pode acarretar não só alterações nas proprieda- 
des químicas e físicas, comprometendo a qualidade do produto, mas também pode levar a 
quadros infecciosos do consumidor, tornando-se um risco para sua saúde. 


As especificações para o controle microbiológico de plantas medicinais e fitoterápicos 
seguem as determinações estabelecidas para medicamentos não estéreis provenientes de 
síntese química (convencionais). Assim, conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira, 
devem ser considerado os limites microbianos, o tipo de contaminação mais provável nas di- 
ferentes categorias de produtos e a via de administração. É preciso analisar a presença de mi- 
crorganismos mesófilos totais (bactérias e fungos) e dos seguintes patógenos: Pseudomonas 
aeruginosas, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli. 


Os compéndios oficias, tais como Farmacopeia Brasileira 52 edição, USP Pharmacopoeia 
e Farmacopeia Europeia, descrevem as metodologias recomendadas para a determinação 
de contaminantes microbiológicos. Os limites máximos aceitáveis de contaminantes para 
produtos de origem vegetal, mineral ou animal são descritos na Farmacopeia Brasileira 52 
edição (Tabela 18.2). 


Pesquisa de metais pesados 


A contaminação das matérias-primas com metal pesado, tais como chumbo, cobre, mer- 
cúrio e cádmio, pode ocorrer devido à poluição ambiental ou traços de agrotóxicos. A OMS 
recomenda também análise de contaminação por arsênico. Tais elementos têm sua ingestão 
restrita devido a seus efeitos tóxicos. A análise é realizada por ensaio-limite pela formação de 
partículas sólidas de sulfetos de metais pesados ou por espectrometria atômica. O ensaio- 
-limite de metais pesados é um método semiquantitativo. Já na espectrometria atômica é 
possível determinar e estipular limites para cada elemento em separado. 


Resíduos de pesticidas e agrotóxicos 


Devido às práticas de cultivo, como preparo do solo e borrifações com pesticidas, herbici- 
das e fungicidas para prevenir pragas, as plantas medicinais são propícias a terem resíduos 
de agrotóxicos e pesticidas. Muitos dos compostos utilizados são tóxicos para o ser humano, 
em exposições prolongadas, podendo causar sérios danos à saúde, como o desenvolvimento 
de câncer. 


Os principais pesticidas utilizados são organoclorados, organofosforados, carbamatos, 
ditiocarbamatos, piretroides e outros. Os pesticidas organoclorados e organofosforados apre- 
sentam ação residual longa e merecem destaque na avaliação da presença de resíduos em 
produtos derivados vegetais, tanto para fins farmacêuticos como alimentícios. 


A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e a cromatografia gasosa (CG) são os 
métodos mais recomendados para análise de resíduo de pesticidas. Porém, em muitos casos 
pode haver problemas de recuperação dos pesticidas das amostras, pode haver decomposi- 
ção e os produtos da decomposição são ainda desconhecidos. Além disso, existe o problema 
de detectar pequenas quantidades, pelo limite de detecção dos ensaios. 


Tabela 18.2. 


Bactérias Fungos/ p 
aeróbicas totais leveduras totais Patógenos 
Tipo de preparação (UFC/g ou mL) (UFC/g ou mL) 





Matéria-prima de 104 10- Ausência de Escherichia coli e 

uso oral Staphylococous aureus em 1 g ou mL. 
Ausência de Salmonella em 10 g ou 10 mL. 
Limite maximo de 10? bactérias Gram- 
negativas bile tolerantes em 1 g ou mL 











Drogas vegetais 10” 104 Limite máximo de 10º Escherichia coli 
que passarão em 1 g. Limite máximo de 10º bactérias 
por processo de Gram-negativas bile tolerantes em 1 g ou 
extração a quente mL. Ausência de Salmonella em 10 g 
Drogas vegetais 10º 10° Limite maximo de 10' Escherichia coli 
que passarão em 1 g. Limite máximo de 10º bactérias 
por processo de Gram-negativas bile tolerantes em 1 g ou 
extração a frio mL. Ausência de Salmonella em 10 g 
Extratos secos 104 108 Ausência de Salmonella spp e Escherichia 
coliem 10g 
Tinturas e extrato 104 10º — 
fluidos 


Fonte: Farmacopeia Brasileira 52 edição, vol. 1, 2010. 
O símbolo UFC/g ou mL significa unidades formadoras de colônia por grama ou mililitros 


Pode-se realizar ainda pesquisa de grupo de compostos, em casos em que se desconheça 
o histórico de produção da planta medicinal. Por exemplo, pesticidas organoclorados possuem 
cloro em suas moléculas e podem ser detectados pela determinação de cloro orgânico total. De 
forma semelhante pode ser verificada a presença de fosfato ou arsênico, os quais seriam indi- 
cativos da presença de organofosforados ou pesticidas que contém arsênico, respectivamente. 

A Farmacopeia Europeia estabelece limites máximos toleráveis para 34 pesticidas em 
drogas vegetais (Tabela 18.3). 

A FAO (Food and Agriculture Organization) e a OMS estabeleceram uma fórmula para cal- 
cular os níveis de resíduos de pesticidas e agrotóxicos em materiais vegetais, considerando 
o consumo diário aceitável. Essa formula é utilizada quando não há limites estabelecidos na 
monografia da droga vegetal. 

_ MCXFTx60 
—  CMx100 


NR 
Em que: 
NR = níveis aceitáveis de resíduos (mg de contaminantes por kg de material vegetal). 
MC = máximo de consumo diário aceitável (mg de contaminante por peso corporal). 
FT = fator de extração (taxa de transferência do contaminante para a forma farmacêutica). 
60 = peso corporal médio (kg). 
CM = consumo diário médio de plantas medicinais (kg). 


100 = fator de consumo, que reflete a condição de que não mais que 1% do resíduo total 
de contaminante consumido seja oriundo da droga vegetal. 


Tabela 18.3. 


























Substancia Limite (mg/kg) 
Deltametrina 0,5 
DDT (soma de p, p-DDT, o, p-DDT, p, p-DDE e p, p’-TDE) 1,0 
Diclorvos 1,0 
Ditiocarbamatos 2,0 
Hexaclorobenzeno 0,1 
Hexaclorociclohexano 0,3 
Lindano 0,6 
Paration 0,5 





Soma de Piretrinas 3,0 


DDT: dicloro-difenil-tricloroetano ou 1,1'-(2,2,2-tricloroetilideno) bis[4-clorobenzeno)). 
DDE (2,2-bis-p-clorofenil-1,1-dicloroetileno): metabólito do DDT. 

TDE (2,2-bis-p-clorofenil-1,1-dicloroetano): metabólito do DDT. 

O símbolo mg/kg significa miligramas por quilo. 


Avaliação da ausência de aflatoxinas 


Aflatoxinas são micotoxinas produzidas principalmente pelos fungos Aspergillus flavus e 
Aspergillus parasiticus, os quais são amplamente distribuídos pela natureza. São frequente- 
mente encontrados quando certos grãos são cultivados sob condições de estresse, como 
seca. A presença dessas substâncias nas plantas medicinais pode acarretar sérios danos à 
saúde humana. A contaminação pode ocorrer durante o cultivo ou durante o armazenamento 
inadequado dessas plantas. São descritos 13 diferentes tipos de aflatoxinas produzidas na 
natureza e muitas são muito tóxicas e carcinogênicas. A aflatoxina B, é conhecida por ser a 
mais tóxica. 


A análise de aflatoxinas é frequentemente realizada por cromatografia líquida. A Far- 
macopeia Europeia traz um método de avaliação de aflatoxina B, em drogas vegetais, tais 
como raízes de garra de diabo e vagens de sene. Esse compêndio relata também limites para 
aflatoxina B,, o qual seria de 2 ug/kg e limites para soma de aflatoxinas B,, B,, G; e G2, que 
seria de 4 pg/kg. A Farmacopeia Brasileira ainda não faz referência a análise e limites para 
essas substâncias. 


Resíduos de solventes 


A avaliação da presença de resíduos de solventes é empregada para extratos que não 
sejam obtidos por etanol e/ou água. Resíduos de solventes são definidos como substâncias 
químicas orgânicas voláteis, as quais são usadas ou produzidas durante a síntese de ativos 
e excipientes ou no preparo de medicamentos, como, por exemplo, no preparo de extratos 
vegetais. Os resíduos desses solventes em produtos farmacêuticos não trazem benefícios 
para a saúde, e dessa forma devem ser removidos. 


Os solventes residuais são classificados em três classes de acordo com sua toxicidade ou 
efeitos deletérios ao meio ambiente: 





e Classe 1: solventes que não devem ser empregados. Solventes de alta toxicidade, 
substâncias carcinogênicas conhecidas ou fortemente suspeitas e perigosas ao meio 
ambiente. São o benzeno, diclorometano, triclorometano e tetracloreto de carbono. O 
uso desses solventes só é justificável considerando o risco benefício. 


e Classe 2: solventes de uso limitado. Não apresentam risco potencial de serem carcino- 
gênicos ou outro efeito tóxico irreversível, como neurotoxicidade ou teratogenicidade, 
mas podem apresentar outros efeitos tóxicos. A Tabela 18.4 traz os solventes e seus 
limites para essa classe de solventes. 


e Classe 3: solventes com baixo potencial tóxico. Solventes com baixo potencial tóxico 
para o homem. Entretanto, esses solventes foram avaliados quanto a sua toxicidade, 
apenas em estudos agudos de curta duração e não apresentaram genotoxicidade. 
Não há estudos de longa duração. Apresentam limite de exposição de 5000 ppm ou 50 
mg/dia de exposição diária. São exemplos desses solventes: ácido acético, acetona, 
1-butanol, 2-butanol, acetato de butila, etanol, éter etílico, ácido fórmico, acetato de 
isopropanol, propanol, 2-metil propanol, entre outros. 

Essa classificação, assim como os limites recomendados para esses solventes, podem 

sofrer alterações de acordo com novos estudos sobre a segurança e toxicidade que forem 
surgindo. 


Tabela 18.4. 












































Concentração Concentração 
Solvente limite (ppm) Solvente limite (ppm) 
Acetonitrila 410 Metanol 3.000 
Clorobenzeno 360 2-metoxietanol 50 
Clorofórmio 60 Metilbutilcetona 50 
Ciclohexano 3.880 Metilciclohexano 1.180 
1,2-dicloroetano 1.870 N-metilpirrolidona 530 
Diclorometano 600 Nitrometano 50 
1,2-dimetoxietano 100 Piridina 200 
N,N-dimetilacetamida 1.090 Sulfolano 160 
N,N-dimetilformamida 880 Tetrahidrofurano 720 
1,4-dioxano 380 Tetralin 100 
2-etoxietanol 160 Tolueno 890 
Etilenoglicol 620 1,1,2-tricloroetano 80 
Formamida 220 Xileno 2.170 
Hexano 290 


Fonte: Farmacopeia Europeia. 
O símbolo ppm significa parte por milhão. 





Caracterização fisico-quimica de derivados vegetais 


Os ensaios físico-químicos utilizados na caracterização de derivados vegetais podem ser 
diferentes para cada tipo de derivado. Assim, para derivados líquidos, extratos líquidos, são 
avaliadas as características organolépticas, resíduo seco, pH, teor alcoólico e densidade. 
Para derivados sólidos, extratos secos, são verificadas a umidade, solubilidade e densidade 
aparente. Já para óleos essenciais, avalia-se a densidade, índice de refração e a rotação 
óptica. E para óleos fixos, indice de acidez, de éster e de iodo. 


As características organolépticas, assim como a umidade foram anteriormente abordadas 
nos ensaios relativos à pureza e integridade. 


O resíduo seco é a massa obtida após secagem dos extratos líquidos ou secos em estufa 
a 100-105 °C, por 3 horas. O resíduo seco é calculado em porcentagem sobre a massa ou 
sobre o volume. 


A determinação do pH indica a acidez ou alcalinidade de uma solução. Pode ser medida 
com auxílio de aparelho específico, peagômetro ou com auxílio de indicador de papel, que 
muda de cor conforme pH. 


A medida do teor alcóolico pode ser realizada com auxílio de alcoômetro ou densímetro, 
como o alcoômetro Gay-Lussac e Cartier e tabelas alcoométricas. 


A densidade relativa é a relação entre a massa de uma substância ao ar a 20 °C e a massa 
de igual volume de água na mesma temperatura. É medida com auxílio de picnômetro, o qual 
é pesado vazio e cheio do líquido a ser determinada a densidade ou de água. Após isso, 
verificada a diferença entre o peso do picnômetro cheio e vazio, sabe-se o peso da água e 
do líquido. Procede-se então a obtenção relação da massa dos dois líquidos. É importante 
o controle da temperatura dos líquidos, pois a mesma interfere na avaliação densidade dos 
líquidos. 

A solubilidade de substância pura em dado solvente é parâmetro característico da 
substância, podendo servir para fins de identificação e avaliação de grau de pureza. 
Procede-se a diluição de determinada substância ou extrato vegetal em um dado solvente 
em diferentes proporções. De acordo com a proporção do solvente e soluto, pode-se clas- 
sificar a solubilidade em muito solúvel (menos que 1 parte), facilmente solúvel (1-10 partes), 
solúvel (10-30 partes), ligeiramente solúvel (30-100 partes), pouco solúvel (100-1.000 par- 
tes), muito pouco solúvel (1.000-10.000 partes), praticamente insolúvel ou insolúvel (mais 
que 10.000 partes). 


O índice de refração de uma substância é a relação entre a velocidade da luz no vácuo 
e sua velocidade no interior da substância. Esse índice é útil para identificar a substância e 
para detectar a presença de impurezas, pois é uma característica constante em determinado 
comprimento de onda, temperatura e pressão. Frequentemente determina-se o índice de re- 
fração em função da luz de sódio no comprimento de onda 589,3 nm (raia D) e a 20 + 0,5 °C, 
com auxílio de refratômetro. 


Muitas substâncias farmacêuticas são opticamente ativas, logo desviam a luz plano- 
-polarizada de modo que a luz transmitida é desviada em um determinado ângulo em relação 
à incidente. A medição do poder rotatório de uma substância com polarímetro denomina-se 
polarimetria e é útil na identificação, caracterização e de determinação de pureza enantiomé- 
rica dos fármacos. 


O índice de acidez é a quantidade necessária de hidróxido de potássio para a neutraliza- 
ção dos ácidos graxos livres em 1 g de amostra. Quando há deterioração da matéria graxa, 
por atividade microbiana ou alto teor de umidade, por exemplo, são encontrados altos índices 
de acidez devido à hidrólise dos ésteres constituintes da matéria graxa. 





O índice de ésteres é a quantidade de hidróxido de potássio necessária para a saponifica- 
ção dos ésteres presentes em 1 g de amostra. 


O índice de iodo constitui medida quantitativa do grau de insaturações dos ácidos graxos, 
esterificados e livres, na amostra. E a quantidade de iodo suscetível a complexação em 100 
g de substância. 


Perfil cromatográfico e análise quantitativa de marcadores 
fitoquímicos 


A avaliação da prospecção fitoquimica ou perfil cromatográfico das plantas medicinais, 
derivados vegetais ou medicamentos fitoterápicos é um requisito essencial para avaliação 
da qualidade de tais produtos. É preciso conhecer a diversidade de compostos presentes 
em tais produtos. A composição fitoquímica auxilia na identificação da espécie vegetal e na 
diferenciação de outras espécies. 


A avaliação da prospecção fitoquímica de produtos de origem vegetal pode ser realizada 
por diferentes técnicas, tais como: 


e Métodos químicos: referem-se às reações químicas clássicas entre grupos funcio- 
nais de alguns compostos e determinados reagentes, as quais levam à formação de 
compostos coloridos ou precipitados. Têm a desvantagem de baixa sensibilidade e 
presença de muitos interferentes e a ocorrência de resultados falso positivos, o que 
tem levado à substituição dessa técnica por outras mais robustas e sensíveis. Esses 
ensaios podem ser qualitativos ou quantitativos, aplicando-se técnicas titrimétricas, tais 
como o doseamento de alcaloides totais de Beladona. 


e Métodos cromatográficos: são as técnicas mais utilizadas atualmente, devido a sua 
sensibilidade, precisão e robustez. Envolvem diversos tipos de cromatografia, tais 
como: cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia líquida de alta eficiên- 
cia (CLAE), cromatografia gasosa (CG), eletroforese capilar (EC). Maiores informações 
sobre essas técnicas podem ser obtidas em outros capítulos específicos para essas 
técnicas, presentes neste livro. 


Como os produtos de origem vegetal possuem um grande número de compostos presen- 
tes em composição e muitos deles são desconhecidos ou analiticamente indetectáveis, é im- 
possível garantir a qualidade de todos os constituintes presentes. Assim, é necessário eleger 
substâncias que servirão de marcadores fitoquímicos, os quais são substâncias de referência 
utilizadas no controle da qualidade da matéria-prima vegetal ou fitoterápico, podendo ser 
compostos ou uma classe de composto, tais como alcaloides e flavonoides. 


Nem sempre é possível a avaliação das substâncias relacionadas diretamente com a ativi- 
dade farmacológica da matéria-prima vegetal e medicamentos fitoterápicos, pois a atividade 
farmacológica pode estar relacionada não só a uma substância, mas a um grupo de substân- 
cias. Nesse caso, podem ser utilizadas substâncias referência, ou grupo delas, que sejam as 
majoritárias para a droga vegetal. 

Em caso de associações de espécies vegetais, em que não é possível determinar quan- 
titativamente um marcador para cada espécie, deve-se apresentar perfil cromatográfico 
qualitativo com marcadores específicos para cada espécie em associação. Deve-se ainda 
quantificar o maior número de marcadores possíveis em cada espécie vegetal. 


A Tabela 18.5 traz algumas espécies vegetais e seus respectivos marcadores fitoquimicos. 



































Aesculus hippocastanum Escina 

Allium sativum Alicina 

Aloe vera Polissacarideos totais 

Arctostaphylos uva-ursi Derivados de hidroquinonas expressos em arbutina 

Arnica montana Lactonas sesquiterpénicas totais expressas em helenalina 

Calendula officinalis Flavonoides totais expressos em hiperosideos 

Centella asiatica Derivados triterpénicos totais expressos em asiaticosideo 

Cimicifuga racemosa Glicosideos triterpênicos expressos em 26-deoxiacteina 

Cynara scolymus Derivados do ácido cafeoilquinico expressos em ácido clorogênico 

Echinacea purpurea Fenóis totais expressos em ácido caftárico, ácido chicórico, ácido 
clorogênico e equinacosídeo 

Eucalyptus globulus Cineol 

Ginkgo biloba Ginkgoflavonoides (22 a 27%), determinados como quercetina, 


kaempferol e isorhamnetina; e terpenolactonas (5 a 7%), 
determinadas como ginkgolideos A, B, C, J e bilobalídeos 





















































Glycyrrhiza glabra Acido glicirrizinico 

Hamamelis virginiana Taninos 

Hypericum perforatum Hipericinas totais expressas em hipericina 
Matricaria recutita Apigenina-7- glicosideo 

Maytenus ilicifolia Taninos totais 

Melissa officinalis Acidos hidroxicinamicos expressos em acido rosmarinico 
Mentha piperita Mentol e mentona 

Mikania glomerata Cumarina 

Panax ginseng Ginsenosideos totais (Rb1, Rg1) 
Passiflora incarnata Flavonoides totais expressos em vitexina 
Paullinia cupana Trimetilxantinas (cafeína) 

Peumus boldus Alcaloides totais expressos em boldina 
Pimpinella anisum Trans-anetol 

Piper methysticum Kavapironas 

Polygala senega Saponinas triterpénicas 

Rhamnus purshiana Cascarosideo A 

Salix alba Salicina 





Continua 


Tabela 18.5. 

















Espécie vegetal Marcador fitoquimico 

Sambucus nigra Flavonoides totais expressos em isoquercitrina 

Senna alexandrina Derivados hidroxiantracênicos expressos em senosídeo B 
Serenoa repens Ácidos graxos 

Symphytum officinale Alantoina 

Tanacetum parthenium Partenolideos 

Valeriana officinalis Ácidos sesquiterpênicos expressos em ácido valerénico 
Zingiber officinale Gingeróis (6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol, 6-shogaol) 


Fonte: Instrução Normativa nº 5, 2008. 


Testes realizados no controle da qualidade do produto acabado 


Os testes realizados no controle de qualidade do medicamento fitoterápico em diferentes 
formas farmacêuticas são os mesmos ensaios indicados para análise de medicamentos de 
síntese química (convencionais). 


Os laudos de produtos acabados devem conter informações relacionadas às caracte- 
rísticas organolépticas ou aparência, identificação e teor de ativos, controle da qualidade 
microbiológico (contagem de bactérias e fungos totais e pesquisa de patógenos) e ensaios 
relacionados à forma farmacêutica (Tabela 18.6). 


Tabela 18.6. 


Forma farmacéutica Ensaios 


Comprimidos Peso médio 
Uniformidade de dose 
Desintegração 
Dissolução 
Dureza 
Friabilidade 





Cápsulas Peso médio 
Uniformidade de dose 
Desintegração 
Dissolução 





Suspensão e emulsões Volume 
pH 
Viscosidade 





Soluções Volume 
pH 
Densidade 
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Estudo de caso 


Ue 


Diferencie os termos planta medicinal, droga vegetal, derivado vegetal e fitoterapico. 


Resposta: Plantas medicinais são aquelas plantas que possuem tradição de uso em uma 
comunidade e são capazes de prevenir, aliviar ou curar enfermidades. Droga vegetal é a 
planta medicinal ou partes dessa planta após processos de coleta, estabilização e seca- 
gem. Já os produtos da extração da planta medicinal in natura ou da droga vegetal são 
denominados de derivado vegetal. O medicamento fitoterápico relaciona-se a produtos 
tecnicamente elaborados, tais como comprimidos e cápsulas, preparados a partir de de- 
rivado vegetal. Não são considerados fitoterápicos aqueles medicamentos que possuem 
em sua composição compostos ativos isolados, nem as associações desses com deriva- 
dos vegetais. 


Quais são os principais testes envolvidos na identificação de plantas e drogas medicinais”? 


Resposta: Os principais ensaios envolvidos na identificação de plantas medicinais e 
drogas vegetais são a avaliação das características organolépticas e características ma- 
croscópicas e microscópicas, os quais levam em consideração as características farma- 
cobotânicas da planta. Assim, a forma, o tamanho, cor, superfície ou textura são elementos 
importantes utilizados na avaliação macroscópica de drogas vegetais. E a constatação 
da existência de determinados tipos celulares e na sequência de tecidos encontrados em 
determinado órgão são importantes na identificação por microscopia. 


Qual a importância das análises de metais pesados, resíduo de pesticidas e agrotóxicos e 
análise de resíduo de solventes em plantas medicinais e seus derivados? 


Resposta: As análises de resíduos de agrotóxicos, pesticidas, solventes e de metais pesa- 
dos são importantes devido a seus efeitos tóxicos ao ser humano ou ao ambiente, havendo 
necessidade de monitoramento dos teores dessas substâncias em plantas medicinais e 
seus derivados. A contaminação por metais pesados, tais como chumbo, cobre, mercúrio 
e cádmio, podem ser devido a poluição ambiental ou traços de agrotóxicos. Devido às 
práticas de cultivo, como preparo do solo e borrifações com pesticidas, herbicidas e fungi- 
cidas para prevenir pragas, as plantas medicinais são propícias a terem resíduos de agro- 
tóxicos e pesticidas e consequentemente de metais pesados provenientes destes. Muitos 
dos compostos utilizados são tóxicos para o ser humano, em exposições prolongadas, 
podendo causar sérios danos à saúde, como o desenvolvimento de câncer. Os resíduos 
de solventes são provenientes de processos extrativos envolvidos na obtenção de um 
derivado vegetal, e de acordo com o tipo de solvente utilizado podemos ter diferentes 
limites para esses solventes. 








Controle de Qualidade do 
Medicamento Homeopatico 


Ana Carolina Viana Simões 


OBJETIVOS DA APRENDIZAGEM 


O objetivo da aprendizagem deste capítulo é a orientação dos leitores para que eles sejam 
capazes de determinar os procedimentos de controle de qualidade que devem ser aplicados 
em cada etapa da produção do medicamento homeopaitico. 


INTRODUÇÃO 


A homeopatia é uma especialidade da área da saúde que visa tratar o paciente de acordo 
com a lei dos semelhantes, em que o medicamento que será utilizado na terapia contra a do- 
ença é o mesmo que, em homens sadios, provocam sintomas semelhantes aos apresentados 
pelo doente. Dessa maneira, são administradas aos pacientes concentrações mínimas do 
medicamento, para evitar a intoxicação e estimular a reação do organismo contra a doença 
que o afeta. 


A homeopatia surgiu em 1796, por meio do médico alemão Christian Friedrich Samuel 
Hahnemann. Esse médico, após experimentar numerosas substâncias em pessoas sadias e 
pesquisar sinais e sintomas provocados por drogas tóxicas, passou a tratar seus pacientes 
pela lei dos semelhantes. Hahnemann deixou muitos discípulos que se encarregaram de 
difundir a homeopatia pelo mundo, fazendo com que essa seja uma especialidade bastante 
utilizada, inclusive no Brasil. 


Em diversos países do mundo, a produção do medicamento homeopático é industrializa- 
da, porém, no Brasil, apesar de existirem indústrias que fabricam medicamentos homeopaiti- 
cos, a maior parte da comercialização destes é por meio das farmácias de manipulação. Para 





manter-se em um mercado cada vez mais competitivo e garantir a expansão dos negócios, é 
necessário adotar uma gestão de qualidade com o objetivo de atender à legislação, reduzir 
desperdícios e custos, aumentar a produtividade e obter a satisfação do cliente. 


O MEDICAMENTO HOMEOPÁTICO 


Para entendermos de que maneira se faz o controle de qualidade do medicamento ho- 
meopático é necessário compreender como eles são preparados e porque precisam de um 
controle de qualidade diferenciado dos medicamentos alopáticos. 


Segundo a Farmacopeia Homeopática Brasileira, 32 edição, o medicamento homeopático 
é toda apresentação farmacêutica destinada a ser ministrada segundo o princípio da simili- 
tude, com finalidade preventiva e terapêutica, obtida pelo método de diluições seguidas de 
sucussões e/ou triturações sucessivas. 


Como a substância utilizada para fazer o medicamento homeopático, em doses elevadas, 
provoca em um indivíduo sadio os mesmos sintomas do indivíduo doente, ela precisa ser 
diluída e dinamizada. Assim, não ocorre a agravação dos sintomas ou ocorre de maneira 
bastante atenuada, sem perder a capacidade de estimular a reação do organismo. 


Essa dinamização, conhecida também como potencialização do medicamento, é o pro- 
cesso de diluição seguida de sucussão que é responsável por promover curas mais rápidas e 
suaves. Na Tabela 19.1, podemos ver as escalas mais utilizadas em homeopatia, a proporção 
que cada diluição obedece e o símbolo de cada escala. 


Em geral, a diluição é feita em solução hidroalcodlica quando a substância de origem é 
solúvel ou pelo método de trituração em lactose quando é insolúvel em água, álcool ou glice- 
rina. Mas tanto a preparação líquida quanto a preparação em lactose obedecem as mesmas 
escalas nas mesmas proporções. 


Para um melhor entendimento, podemos observar no exemplo abaixo de que maneira é 
preparado o medicamento líquido nas escalas: 


e Decimal (DH) 
— 1 parte de insumo ativo + 9 partes de insumo inerte *f | = 1DH (1/10) 
— 1 parte da 1DH + 9 partes de insumo inerte 1) = 2DH (1/100) 
— 1 parte da 2DH + 9 partes de insumo inerte 1 | = 3DH (1/1.000) 
— 1 parte da 3DH + 9 partes de insumo inerte {| = 4DH (1/10.000) 
E assim sucessivamente 


*t | = 100 sucções 


e Ena centesimal (CH) 
— 1 parte de insumo ativo + 99 partes de insumo inerte 1) = 1CH (1/100) 
— 1 parte da 1CH + 99 partes de insumo inerte {| = 2CH (1/10.000) 
— 1 parte da 2CH + 99 partes de insumo inerte 1 | = 3CH (1/1.000.000) 
— 1 parte da 3CH + 99 partes de insumo inerte 1 | = 4CH (1/100.000.000) 
— 1 parte da 11CH + 99 partes de insumo inerte 1 | = 12CH (11.102) 
E assim sucessivamente 


** | = 100 sucções 





nL eres 


Tabela 19.1. 











Escalas Proporção Símbolo 
Decimal 1/10 DH 
Centesimal 1/100 CH 
Cinquenta milesimal 1/50.000 LM 





1:100 1:100 1:100 1:100 








EFIMEKEXA Representação da diluição homeopática na escala centesimal. 


Então, podemos observar que para o medicamento homeopático, por ser diluído, em mui- 
tos casos não se consegue fazer a caracterização do princípio ativo e nem o seu doseamento 
(Fig. 19.1). Para garantir a qualidade desse medicamento é necessário que se faça o controle 
de qualidade dos insumos inertes, dos insumos ativos e, para o produto acabado, é necessá- 
rio garantir as boas normas de produção e o controle microbiológico. 


CONTROLE DE QUALIDADE DOS INSUMOS ATIVOS 


Qualquer produto, substância ou composição que esteja sob uma forma definida pode 
ser considerado como insumo ativo e servir como ponto de partida para as diluições home- 
opáticas. O controle de qualidade desses insumos ativos tem a finalidade de caracterizar, 
identificar e dosear o princípio ativo, bem como reconhecer possíveis contaminações ou até 
mesmo adulterações. 


Drogas de origem vegetal 


A maioria dos medicamentos homeopáticos tem sua origem no reino vegetal, talvez, por 
esse motivo, é comum se ouvir falar que a homeopatia é a medicina das plantas, sendo con- 
fundida com fitoterapia. Porém, enquanto a homeopatia trata pelo princípio da similitude com 
suas doses mínimas e potencializadas, a fitoterapia trata pelo princípio dos contrários utilizan- 
do doses ponderáveis em seus tratamentos. Para a produção do medicamento homeopático 





podem ser utilizadas as plantas inteiras, suas partes, seus produtos extrativos ou de transfor- 
mação, bem como os seus produtos patológicos. 


Exemplo: 
e Plantas inteiras: Belladonna, Pulsatilla nigricans, Hypericum perforatum. 


e Suas partes: Allium cepa (bulbo), Lappa major (raiz), Coffea cruda (sementes), Tabacum 
(folhas), Calendula officinalis (flores), Carduus marianus (frutos). 


e Seus produtos extrativos ou de transformação: Opium (látex). 
e Seus produtos patológicos: Ustilago maidis (doença do milho provocada por um fungo). 


Os medicamentos que têm sua matéria-prima de origem no reino vegetal são preparados a 
partir de tinturas homeopáticas conhecidas como tinturas mães que podem ser representadas 
pelos símbolos TM ou Ø. A tintura mãe é o resultado da extração de substâncias de origem 
vegetal ou animal, por maceração ou percolação, em diferentes teores alcoólicos. Ela constitui o 
ponto de partida para a manipulação das formas farmacêuticas derivadas, por isso ela é intitula- 
da como sendo uma forma farmacêutica básica para o preparo do medicamento homeopático. 


Plantas frescas ou dessecadas 


Os procedimentos de controle de qualidade a serem seguidos para a utilização de uma 
planta fresca ou seca no preparo da TM se baseiam nos seguintes aspectos: uma rigorosa 
identificação da espécie, fazendo uma classificação botânica da planta por meio da obser- 
vação das características macro e microscópicas e da comparação com espécies de herba- 
rium; determinação do resíduo seco; reações químicas para a identificação e caracterização 
do princípio ativo (testes qualitativos com mudança de cor, determinação de óleos essenciais 
e de substâncias extraíveis por álcool). 


Também é feita e uma verificação do lote para assegurar que não haja alterações devido 
ao transporte ou agrotóxicos ou ainda, plantas parasitas e elementos estranhos. Podemos 
encontrar a descrição de todos esses testes na Farmacopeia Brasileira, 52 edição, Parte 1. 


Em geral, existem algumas regras para a coleta das plantas, como coletar apenas em de- 
terminada época do ano, idade da planta, época de floração etc. As plantas silvestres também 
são preferíveis às cultivadas por não sofrerem alterações em suas características originais pelos 
meios artificiais de tratamento (adubos químicos, agrotóxicos etc.). Nas farmacopeias homeo- 
páticas podemos encontrar as monografias dos principais medicamentos que determinam as 
partes corretas da planta a serem utilizadas no preparo do medicamento homeopático. 


Tintura-mãe 

Segundo a Farmacopeia Homeopática Brasileira, 3? edição, a tintura-mãe é resultado de 
uma ação extrativa e/ou dissolvente, por contato íntimo e prolongado, de um insumo inerte 
hidroalcoólico ou hidroglicerinado sobre determinada droga vegetal ou animal, fresca ou des- 
secada, por meios dos processos de maceração ou percolação. 





O controle de qualidade da TM envolve a observação dos caracteres organolépticos, 
determinação de impurezas, experimentos de caracterização, reações de identificação e 
dosagens, além de, eventualmente, controles microbiológicos e de toxicidade. 


Caracteres organolépticos 


A percepção dos caracteres organolépticos (cor, odor e sabor) são os primeiros passos 
para a caracterização da TM. Mas, por serem propriedades que podem ser percebidas pelos 
sentidos humanos, são apenas uma espécie de triagem e não são determinantes para garan- 
tir a qualidade da TM. 








Determinação de impurezas 


Para determinar a presença de impurezas são obtidos o resíduo seco e o grau etanólico da 
TM. Tanto o resíduo seco quanto o teor etanólico são bons indicadores da qualidade da prepa- 
ração já que um peso maior no resíduo seco sugere a presença de impurezas e o teor etanólico 
adequado garante uma produção adequada com ótima extração dos princípios ativos. 


Experimentos de caracterização 


Para caracterizar a TM, são realizados testes para determinar pH, densidade relati- 
va, fluorescência, polarimetria e acompanhar sua evolução no tempo para determinar sua 
estabilidade 


Experimentos de identificação 


Essas reações são realizadas para evidenciar os principais componentes ou grupos de 
componentes das plantas. Fazem parte desse grupo de experimentos a análise capilar; rea- 
ções químicas com alteração da cor para determinar a presença de determinadas substân- 
cias ou grupos de substâncias; dosagens do princípio ativo por meio de espectrofotometria 
ou cromatografia líquida de alta eficiência; e cromatografia em fase gasosa para dosagem 
dos óleos essenciais e compostos voláteis. 


Outros testes de controle de qualidade 


Controle microbiológico como contagem de germes totais e bolores. Controle de elemen- 
tos estranhos e impurezas como busca de metais pesados também devem ser feitos. 


Drogas de origem química, mineral ou orgânica 


Depois do reino vegetal, o reino mineral é o que fornece o maior número de drogas expe- 
rimentadas. O ponto de partida para fazer as diluições e produzir o medicamento é a própria 
substância. 


Fazem parte dessa classe de insumos ativos o Aurum meallicum, Sulfur, Chlorum, Argentum 
nitricum e Kalium phosphoricum. Também são exemplos de insumos de origem mineral os 
complexos químicos de origem natural como o Natrum muriaticum (sal marinho) que além do 
cloreto de sódio também contém pequenas quantidades de cloreto de potássio, cloreto de 
magnésio e frações de cálcio, alumínio e diversos metais; e os complexos químicos definidos 
pelo seu método de preparo como Hepar sulfure Causticum. 


O controle de qualidade desses insumos ativos tem como principais objetivos a identifi- 
cação do produto e a verificação da pureza. As monografias de cada substância descritas 
nas farmacopeias descrevem algumas características que servem como referência para os 
testes de identificação como caracteres organolépticos, solubilidade, composição etc. Outros 
testes podem ser feitos para garantir a caracterização e a pureza da substância, como cro- 
matografia, espectrofotometria, potenciometria, difração de raios X, dosimetria, determinação 
das constantes físicas etc. 


As matérias-primas de origem animal não são tão numerosas quanto as matérias-primas 
de origem vegetal e mineral. Mas existem algumas que são muito importantes na produção 
dos medicamentos homeopáticos sendo empregadas com bastante frequência, como o me- 
dicamento Lachesis muta que é preparado a partir do veneno da cobra surucucu. 





Para a produção do medicamento homeopático poderão ser utilizados os animais intei- 
ros, suas partes, seus produtos extrativos ou de transformação, bem como os seus produtos 
patológicos. 


Exemplo: 


e Animais inteiros: Apis mellifica (abelha europeia), Cantharis vesicatoria (cantárida), 
Formica rufa (formiga ruiva). 


e Suas partes: Carbo animalis (couro de boi carbonizado). 


e Seus produtos extrativos ou de transformação: Crotalus horridus (veneno da cascavel 
norte-americana). 


e Seus produtos patológicos: Psorinum (conteúdo seroso da vesícula escabiótica). 


O procedimento de controle de qualidade realizado em matérias-primas de origem animal 
é muito parecido com o procedimento realizado em matérias-primas de origem vegetal. 


É feita uma classificação zoológica do animal por especialistas e é imprescindível a 
participação de um veterinário em casos de retirada de órgãos ou glândulas para serem 
utilizados como matéria-prima no preparo do medicamento. Também é necessário ter o co- 
nhecimento das partes do animal a serem utilizadas, se o animal deve ser manipulado vivo, 
recém-sacrificado ou morto (dessecado ou não), a idade do animal e a melhor época para 
se fazer a coleta. Esses procedimentos de coleta devem ser realizados sob rigorosas condi- 
ções de higiene e assepsia para evitar adulterações das amostras. Todas essas informações 
podem ser encontradas com facilidade nas monografias de cada medicamento descritas nas 
farmacopeias homeopáticas. 


Com o material em mãos, é preparada a tintura-mãe, a forma farmacêutica básica que 
servirá como ponto de partida para o preparo dos medicamentos. A TM de origem animal 
segue os mesmos procedimentos de controle de qualidade da TM de origem vegetal. 


Produto acabado 


Pelos motivos já descritos, o medicamento homeopático ou forma farmacêutica derivada é 
diluído e em muitos casos não permite a caracterização do princípio ativo e nem o seu dose- 
amento. Tendo em vista essas limitações, o controle de qualidade desses medicamentos se 
baseia na verificação de contaminantes e de adulterações e nas boas normas de produção. 


Os medicamentos homeopáticos são produtos para uso oral e não precisam ser estéreis e 
o ensaio de contaminação microbiana pode ser realizado pelos métodos de filtração em mem- 
brana, contagem em placa e diluição seriada. Os resultados devem estar dentro dos padrões 
descritos na Farmacopeia Brasileira, 5? edição, com um limite de 10º UFC para bactérias e 
102UFC para fungos. 


A validação dos processos de fabricação ocupa uma posição especialmente importante 
na garantia da qualidade do produto elaborado. Todos os processos devem ser documen- 
tados, com procedimentos operacionais padrão bem detalhados que definam a especi- 
ficidade das operações sem deixar dúvidas quanto a todos os cuidados que devem ser 
tomados durante o preparo do medicamento até sua rotulagem e permitam o rastreamento 
dos produtos. 


A RDC nº 67/2007 dispões sobre as boas práticas de manipulação de preparações magis- 
trais e oficinais para uso humano em farmácias. Ela determina os requisitos mínimos exigidos 
para o exercício das atividades de manipulação, inclusive dos homeopáticos. E existe ainda o 
manual de boas práticas de manipulação de preparações homeopáticas (BPMPH) que prevê 
desde a avaliação farmacêutica da prescrição e produção até instalações, equipamentos e 
recursos humanos necessários para garantir a qualidade dos processos de fabricação. 








CONTROLE DE QUALIDADE DOS INSUMOS INERTES 


Todos os insumos inertes utilizados na produção do medicamento homeopático devem 
ser tão rigorosamente controlados quanto os insumos ativos a fim de garantir a qualidade 
do medicamento, pois, na maioria dos casos, esses insumos integram grande parte do 
medicamento. 


Os principais insumos inertes utilizados em homeopatia são a água, o álcool etílico, a 
glicerina, a lactose, a sacarose, os glóbulos, os microglóbulos e os tabletes. 


Insumos inertes de uso interno 
Água 

O tipo de água utilizada na produção do medicamento homeopático é a água purificada. 
Entre outras características, deve apresentar-se límpida, incolor, inodora, insípida, isenta de 


impurezas e seu ponto de ebulição deve ser a 100 “C. Seu acondicionamento deve ser feito 
em recipientes bem fechados e deve ser renovada todos os dias ao iniciar a produção. 


Mais detalhes sobre o controle de qualidade da água na produção de medicamentos 
podem ser encontrados no Capítulo 11 deste livro. 


Álcool 


O alcool mais indicado para ser utilizado na produção do medicamento homeopático 
é o álcool obtido a partir da fermentação da cana ou de cereais, mas que seja altamente 
purificado. 


O controle de qualidade do álcool inclui a observação das suas características: líquido 
incolor, límpido, volátil e inflamável; possui um odor característico e sabor ardente; queima 
em chama azul pouco luminosa; é uma substância higroscópica e sua mistura com a água 
provoca uma liberação de calor e uma contração do volume da solução; é miscível em água, 
acetona, clorofórmio, éter, glicerina e benzeno; seu ponto de ebulição é a 78,2 °C, seu pH é 
neutro e sua densidade relativa é de 0,805 a 0,812 a 25 ºC. 


Também devem ser feitas reações de identificação e ensaios de pureza que também 
podem ser encontrados na Farmacopeia Brasileira. 


Glicerina 


A glicerina deve ser pura, redestilada em alambiques de vidro para evitar a presença 
de metais e o seu controle de qualidade também se dá pela observação das suas carac- 
terísticas e ensaios de identificação e de pureza. É um líquido higroscópico, inodoro, que 
apresenta sabor característico e adocicado, provocando uma leve sensação de calor em 
contato com a mucosa oral, tem um aspecto xaroposo, límpido e incolor. É miscível em água 
e etanol em todas as proporções e insolúvel em éter etílico, clorofórmio, óleos voláteis e 
óleos fixos. Seu ponto de ebulição é a 260 °C com decomposição e sua densidade relativa 
a 25 °C é 1,249. 


Lactose 


A lactose ou o açúcar do leite é uma massa cristalina ou pó branco que pode ser cremosa, 
levemente adocicada e inodora. Apesar de ser estável ao ar, adsorve odores facilmente. 
Também deve ser purificada, ser isenta de dextrina e amido, o pH de uma solução a 10% 
de lactose deve estar entre 4,0 e 6,5, a densidade da massa deve ser de 1,53 e sua perda 





por dessecação deve estar entre 1 e 5,5%. É solúvel em água e praticamente insolúvel em 
álcool, éter e clorofórmio. Reações de identificação e ensaios de pureza estão descritos na 
Farmacopeia Homeopática Brasileira, 32 edição. 


Sacarose 


É normalmente comercializada no estado sólido e cristalino, apresenta uma coloração 
esbranquiçada e um sabor doce característico. Deve ser livre de impurezas e seu ponto 
de fusão está entre 160 e 192 °C, é bastante solúvel em água e quase insolúvel em etanol. 
Reações de identificação e ensaios de pureza estão descritos na Farmacopeia Brasileira. 


Glóbulos e microglóbulos 


Os glóbulos e os microglóbulos são grãos esféricos, brancos, homogêneos e regulares de 
sabor adocicado. São feitos de sacarose ou mistura de sacarose e lactose e no caso dos mi- 
croglóbulos pode conter ainda amido. São classificados numericamente (3, 5 e 7) de acordo 
com o seu peso médio (30 mg, 50 mg e 70 mg respectivamente) e devem apresentar uma boa 
porosidade. São solúveis em água e insolúveis em etanol. O pH de uma solução preparada 
adicionando-se 10 g de glóbulos inertes a 100 mL de água purificada deve ser próximo a 7,0. 
Reações de identificação e a prova de desagregação também devem ser realizadas e estão 
descritas na Farmacopeia Homeopática Brasileira 32 edição. 


Tabletes 


Os tabletes inertes devem ter uniformidade no peso, boa porosidade e compactação. São 
feitos a partir da moldagem da lactose e devendo, portanto, apresentar as mesmas caracte- 
rísticas desta. Testes de friabilidade, dureza e desintegração devem ser realizados a cada 
lote adquirido. 


MATERIAL DE EMBALAGEM 


De nada adianta produzir o medicamento homeopático adequadamente se ele não for 
armazenado de maneira correta. Portanto, a fim de garantir uma conservação eficaz desse 
medicamento, existe a necessidade de se fazer o controle de qualidade dos materiais de 
acondicionamento. 


Para dispensar os medicamentos homeopáticos podem ser utilizados vidros com proteção 
contra a luz, âmbar e materiais de plástico. Antes de serem utilizados, devem ser lavados em 
água corrente, depois em água destilada e levados à estufa a 140 °C por 1 hora ou 180 °C por 
30 minutos. Deve ser feita uma avaliação visual e uma avaliação físico-química. 


e Na avaliação visual, devem ser observados os defeitos críticos, que põem em risco a 
vida ou a saúde do usuário; os defeitos maiores, que não permitem o funcionamento 
adequado do material, comprometendo o envasamento e causando uma insegurança; 
e os defeitos menores que não causam maiores riscos, mas comprometem a apresen- 
tação do produto. 

e Ena avaliação fisico-quimica são realizados testes para avaliar as características físi- 
cas como peso, dimensão, volume etc. e testes químicos para observar, por exemplo, 
a resistência hidrolítica do material. 

Mais detalhes sobre o controle de qualidade dos materiais de embalagem na produção de 

medicamentos podem ser encontrados no Capítulo 20 deste livro. 
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Estudo de caso 


Uma farmácia de manipulação de medicamentos homeopáticos recebeu um lote de tintura 
mãe de Pulsatilla nigricans de um fornecedor diferente do de costume. Ao receber o produto, 
o farmacêutico responsável pelo controle de qualidade desse estabelecimento prosseguiu 
com os testes descritos na última edição da Farmacopeia Homeopática Brasileira para asse- 
gurar a qualidade dessa tintura mãe. 


Logo nos primeiros testes, o farmacêutico identificou não conformidades nas característi- 
cas organolépticas e no resíduo seco (a coloração estava um pouco mais clara do que a de 
costume e o resíduo seco apresentou um valor inferior). Alguns experimentos de caracteriza- 
ção da TM também apresentaram resultados, como o pH e a densidade relativa, diferentes 
do esperado. Os experimentos de identificação, como o doseamento de um dos princípios 
ativos, apresentaram resultados com uma dosagem menor do que a esperada para essa 
tintura mãe. Não foram encontradas impurezas e os testes microbiológicos não apresentaram 
irregularidades. 


Diante desses resultados, o farmacêutico decidiu não utilizar a tintura mãe em questão 
devido ao fato de existir a possibilidade de que os medicamentos que fossem produzidos 
a partir dessa tintura não produzam o efeito desejado e pede providências do fabricante da 
tintura mãe. 


Responda o que se pede: 


1. Levante algumas hipóteses que poderiam justificar os maus resultados obtidos na avalia- 
ção da qualidade dessa tintura mãe. 


Resposta: Com esses resultados dos testes de controle de qualidade em mãos, algumas 
hipóteses podem ser levantadas: 


e Primeira hipótese: a planta utilizada para o preparo da tintura mãe não foi exatamente 
da espécie recomendada. A planta pode sofrer alterações em suas características de 
acordo com as diferentes regiões geográficas ou devido a adaptações nutricionais; 


e Segunda hipótese: ou a planta, ou a tintura mãe podem ter sido mal acondicionadas 
e terem sofrido alterações em suas características devido à exposição excessiva ao 
calor, ou à luminosidade, ou à umidade, etc.; 


e Terceira hipótese: a coleta da planta pode ter sido feita em uma época não recomen- 
dada. Algumas regras para a coleta das plantas devem ser seguidas, como coletar 
apenas em determinada época do ano, a idade da planta, época de floração etc. Essas 
regras devem ser seguidas para garantir que a planta a ser coletada apresente uma 
maior concentração dos princípios ativos que se deseja obter. 


2. Quais os procedimentos de controle de qualidade o fabricante deveria ter cumprido para 
evitar esse erro no produto? 


Resposta: O fabricante deveria fazer a coleta da planta em uma época adequada; ter feito 
uma rigorosa identificação da espécie, fazendo uma classificação botânica da mesma 
por meio da observação das características macro e microscópicas e da comparação 
com espécies de herbarium; determinar o resíduo seco; e promover reações químicas 
para a identificação e caracterização do princípio ativo (testes qualitativos com mudança 
de cor, determinação de óleos essenciais e de substâncias extraíveis por álcool). Além 
disso, garantir um correto armazenamento e transporte tanto da planta quanto do produto 
acabado. 








Controle de Qualidade 
de Embalagens 


Daniel Junqueira Dorta 


OBJETIVOS DE APRENDIZAGEM 


Este capitulo abordara, de forma sucinta, uma discussao sobre os diferentes tipos de 
materiais que podem ser utilizados como embalagens para o acondicionamento de medica- 
mentos, indicando possíveis incompatibilidades físico-químicas e, por fim, apresentando os 
testes mínimos de qualidade inidicados pela Farmacopeia Brasileira. 


INTRODUÇÃO 


As embalagens de produtos das indústrias farmacêuticas, cosméticas e alimentícias têm 
uma variedade de papéis, tais como a identificação, apresentação e proteção do produto 
final até sua administração ou uso, assegurando segurança aos usuários. Assim, a seleção 
da embalagem requer um conhecimento prévio dos materiais disponíveis, das características 
ambientais a que o produto será exposto, bem como das características da formulação ou do 
produto final. 


Comercialmente, a embalagem é utilizada como uma barreira para proteger os produtos 
(alimentos, produtos farmacêuticos, cosméticos etc.) contra os fatores externos que podem 
degradá-los, diminuindo assim sua eficácia e/ou aumentando a sua toxicidade. Por essa 
razão, várias agências reguladoras como, por exemplo, o Food and Drug Administration 
(FDA) e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), orientam sobre a avaliação 
da segurança dos materiais e dos sistemas de fechamento do recipiente. Nesse capítulo, 
teremos uma visão geral sobre o controle de qualidade de embalagens dentro da indústria 
farmacêutica. 





PRINCIPAIS FUNGOES DAS EMBALAGENS 


Produtos farmacéuticos, em especial, requerem embalagens que possuam certos requisi- 
tos como eficácia, segurança, uniformidade, integridade, pureza, exerçam minima interação 
com os produtos, apresentem uma ótima estabilidade de prateleira e não degradem os prin- 
cípios ativos reduzindo a eficácia do produto. 


Inicialmente, a embalagem serve como recipiente do produto farmacêutico. Uma emba- 
lagem ideal deve ser capaz de armazenar o seu conteúdo, sem vazar ou permitir a difusão 
ou permeação do produto contido em seu interior e nem ser alterado pelos ingredientes da 
formulação. 


Adicionalmete, as embalagens devem proteger o produto contra influências externas ad- 
versas que podem afetar sua qualidade ou potência do princípio ativo, por exemplo: 


e Luminosidade. 

e Umidade. 

e Oxidação. 

e Contaminação biológica. 
e Dano mecânico. 


A segurança do material escolhido e sua adequação ao processo são estabelecidas por 
estudos de estabilidade dessas embalagens. Um passo importante nesse tipo de avaliação 
é a caracterização dos materiais e dos produtos químicos que podem migrar ou serem ex- 
traídos de materiais poliméricos do recipiente para o produto, como antioxidantes, metais, 
lubrificantes, plastificantes e conservantes. 


MATERIAIS UTILIZADOS EM EMBALAGENS 


As embalagens podem ser classificadas em duas categorias: as embalagens primárias 
e as secundárias. As primárias são aquelas que entrarão em contato direto com o produto 
farmacêutico e que geralmente são fabricadas de vidros, plásticos, metais, borracha e papel. 
Já as embalagens secundárias não se destinam a fazer contato com a forma farmacêutica, 
mas tem o principal papel de conter informações sobre o produto, e ainda protegê-lo contra 
fatores externos. Como exemplos podemos citar as caixas, que são usualmente constituídas 
de papel ou plástico (Tabela 20.1). 


Para garantir a eficácia do produto durante toda a sua vida (da produção ao consumidor), 
o fabricante de uma formulação farmacêutica deve avaliar não somente a estabilidade da for- 
mulação, mas também a estabilidade da embalagem e suas possíveis interações. Determinar 
a segurança de um recipiente é de fundamental importância para as indústrias, e não é menos 
importante do que garantir a qualidade do seu conteúdo. Devido a isso, medidas de controle 
de qualidade de embalagens são usadas para garantir a consistência de seus componen- 
tes. Para tanto, características físicas e composição química são os pincipais fatores a ser 
considerados. 


Vidro 


Para o armazenamento de grande parte dos produtos farmacêuticos, os recipientes de 
vidro normalmente são a primeira opção de escolha, por exemplo no armazenamento de 
líquidos para administração oral e parenteral. 


Existem, no entanto, diferentes tipos de vidros, classificados de acordo com a sua consti- 
tuição química e que são escolhidos conforme as características do produto que irá veicular. 








Tabela 20.1. 


Material Usos 


Vidro Ampolas 
Garrafas 
Frascos 
Seringas 
Cartuchos 





Plastico Tampas 
Garrafas 
Sacolas 
Tubos 





Metal Bisnagas 
Latas rigida 
Folhas 
Agulhas 
Garrafas de gas 
Recipientes sob pressão 


Borracha Tampas 


Adaptado de WHO Guidelines on Packaging for Pharmaceutical Products. 


A classificação dos vidros pode ser encontrada em diversas farmacopeias como a Brasileira, 
a Americana e a Europeia. A seguir, pode-se encontrar a classificação de acordo com a 
Farmacopeia Brasileira. 


e Vidro tipo l: vidro neutro do tipo borossilicato, não alcalino, de alta resistência tér- 
mica, mecânica e hidrolítica, com alcalinidade de até 1,0 mL de H,SO, 0,01 mol/L 
(analisado pelo ensaio em frasco de vidro moído, que será descrito posteriormente). 
Destinado ao acondicionamento de medicamentos; para aplicação intravascular e 
uso parenteral. 


e Vidro tipo Il: vidro alcalino do tipo sódico/cálcico, de resistência hidrolítica elevada, 
resultante do tratamento apropriado da superficie interna do vidro tipo Ill, de modo 
que sua alcalinidade seja no máximo 0,7 mL de HSO, 0,01 mol/L para frascos até 
100 mL e 0,2 mL de H.SO, 0,01 mol/L para capacidade acima de 100 mL (analisado 
pelo ensaio em frasco de vidro inteiro que também será descito adiante). Destinado ao 
acondicionamento de soluções de uso parenteral; neutras e ácidas, que não tenham 
seu pH alterado. 


e Vidro tipo Ill: vidro alcalino do tipo sódico/cálcico, de resistência hidrolítica média, 
porém com boa resistência mecânica, sem qualquer tratamento superficial, com al- 
calinidade máxima de 8,5 mL de H.SO, 0,01 mol/L (analisado pelo ensaio em frasco 
de vidro moído). Destinado ao acondicionamento de soluções de uso tópico e oral; 
podendo ser utilizado para soluções parenterais, quando aprovado por ensaios de 
estabilidade. 


e Vidro tipo NP (não parenteral): vidro alcalino do tipo sódico/cálcico, de resistência hi- 
drolítica baixa e alta alcalinidade, de no máximo 15 mL de H,SO, 0,01 mol/L (analisado 
pelo ensaio em frasco de vidro moído). Indicado ao acondicionamento de produtos não 
parenterais, ou seja, de uso tópico e oral. (Fonte: Farmacopeia Brasileira 52 edição, vol. 
1, 2010) 





Plasticos 


Recipientes de plástico também são muito utlizados atualmente para o armazenamento de 
produtos farmacêuticos, sendo que seu principal uso é como frascos de soluções parenterais. 
As embalagens de plástico têm diversas vantagens quando comparadas com os recipientes 
de vidro, pois têm alta resistência ao impacto e são leves, além de alguns serem maleáveis. 


As principais farmacopeias mundiais descrevem os mesmos tipos de materiais, mas 
com consideráveis diferenças quanto a classificação. Na Farmacopeia Brasileira, especial 
atenção é dada às embalagens plásticas de polietileno, de polipropileno e recipientes de 
poli(tereftalato de etileno) e poli(tereftalato de etileno glicol), sendo que todas as outras em- 
balagens pláticas devem seguir os mesmos testes para realização do controle de qualidade, 
descritos mais a frente neste capítulo. 


O controle de qualidade dos recipientes plásticos é de alta relevância, já que esses 
produtos podem conter resíduos do processo de polimerização, além de plastificantes, 
estabilizadores, antioxidantes, pigmentos e lubrificantes. Os fatores como a composição do 
plástico, processamento e procedimentos de limpeza, tratamento de superfície, meios de 
contato, corantes, adesivos, absorção e permeabilidade de conservantes e condições do 
armazenamento podem também afetar a adequação de um plástico para um uso específico. 


Os testes para análise de substâncias extraíveis são planejados para caracterizar os com- 
ponentes extraídos e identificar os possíveis agentes migrantes da embalagem para a forma 
farmacêutica. O grau ou extensão dos testes para extrair substâncias de um componente 
depende da finalidade de uso da embalagem e do grau de risco deste em interferir negativa- 
mente na eficácia do produto. 


Os recipientes de metal são usados apenas para medicamentos de administração não 
parenteral. Eles incluem tubos, latas e garrafas aerossóis, entre outras. 


Na indústria farmacêutica, alumínio e aço inoxidável são os metais de escolha para fabri- 
cação tanto de embalagens primárias quanto secundárias. 


As embalagens produzidas com essas substâncias apresentam certas vantagens, pois uma 
vez que o metal é forte, impermeável a gases e inquebrável, é o material ideal para recipientes 
sob pressão. As descrições e análises para essas embalagens podem ser encontradas nas 
normas e padrões da ISO, as quais foram criadas em colaboração com os fabricantes. 


Os requisitos e testes de adequação não são encontrados nas farmacopeias em geral, 
sendo que a adequação de um determinado material para a produção de um recipiente é nor- 
malmente estabelecida por meio da realização de estudos de estabilidade em que o material 
está em contato com a formulação farmacêutica. 


AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DAS EMBALAGENS 


Como já foi dito, estabelecer a segurança do recipiente e seu sistema de fechamento é de 
fundamental importância para a indústria e não é menos importante do que a análise do seu 
conteúdo. Assim, para estabelecer a adequação de uma embalagem ao produto farmacêuti- 
co, a agência americana FDA exige a avaliação de quatro atributos: proteção, compatibilida- 
de, segurança e desempenho. 


Para isso, a Agência fornece uma lista de parâmetros que devem ser analisados com base 
na via de administração da substância e a possibilidade dos componentes da embalagem em 








interagir com a forma farmacéutica. Os ensaios que avaliam esses parâmetros serão discuti- 
dos posteriormente neste capítulo. 


Dentro desse contexto, as empresas frequentemente realizam um “teste de estabilidade 
formal” como o estágio final na produção de um produto por meio do estudo do tempo de 
vida de prateleira, que serve como prova definitiva da segurança e da adequação de uma 
embalagem e seu sistema de fechamento no processo. 


Os materiais antes de utilizados para a embalagem, seja ela primária ou secundária, de- 
vem passar por testes para avaliar se eles não migram para o produto armazenado, se não 
são tóxicos ou irritantes. Para tanto, é necessária a realização de: 


1. Estudo dos constituintes dos materiais; 
2. Avaliação dos dados toxicológicos dos componentes; 


3. Desenvolvimento de métodos analíticos adequados para detectar a migração, ou a 
remoção de superfície caso esta ocorra. 


As embalagens plásticas podem apresentar ainda resíduos (a partir do processo de poli- 
merização), aditivos (ingredientes adicionados para melhorar ou modificar certas proprieda- 
des) e auxiliares (ingredientes adicionados ou utilizados para auxiliar em uma fabricação ou 
processo de conversão, como, por exemplo, desmoldantes, lubrificantes). Assim, os plásticos 
devem ser investigados para determinar as prováveis substâncias extraíveis que podem mi- 
grar para o produto. Note que a troca de substâncias entre o produto e o recipiente pode 
ocorrer em qualquer direção e também com outros materiais, e não só com os plásticos. 
Dessa forma, é de fundamental importância que a embalagem e seu conteúdo sejam compa- 
tíveis. Essa informação básica é fundamental para a compreensão da segurança biológica e 
adequação de um recipiente. 


Outro ponto importante é determinar a possibilidade de ocorrência de reações de hidró- 
lise e oxidação dos componentes do produto, tendo em vista que essas são as principais 
vias de degradação para a maioria dos princípios ativos. Dessa forma, é importante que as 
embalagens sejam capazes de evitar ou minimizar alterações de temperatura e umidade, que 
possam favorecer a degradação do produto final, comprometendo o efeito esperado. Além 
disso, estudos de fotoestabilidade devem ser feitos por exposição dos produtos às radiações 
ou condições de luz natural. Tais testes, realizados por meio de diretrizes harmonizadas, 
fornecem informações úteis para caracterizar os processos de degradação da formulação 
farmacêutica e, assim, auxiliam na seleção do melhor material para a embalagem dos produ- 
tos farmacêuticos. 


Adicionalmente, o estresse mecânico pode ser uma fonte de degradação dos compo- 
nentes do produto farmacêutico. Dessa forma, as embalagens tem um importante papel 
na proteção física do produto contra a tensão mecânica de armazenagem, do manuseio e 
distribuição. O esforço mecânico pode ocorrer de diversas formas, como impacto, vibração 
das forças de trânsito e compressão sobre empilhamento. A proteção mecânica irá variar 
com o tipo de produto: ampolas de vidro exigem uma maior proteção do que as embalagens 
plásticas de colírio, por exemplo. 


Proteção quanto outros fatores como umidade, variações de temperatura, luminosidade e 
agentes biológicos como microrganismos também são necessários. 


O mercado mundial requer que os produtos sejam estáveis ao longo de uma faixa de 
temperatura que pode variar de temperaturas abaixo de zero na região polar, até 32 °C nos 
trópicos e umidade relativa do ar, variando de menos de 50% para mais de 90%. Assim, as 
embalagens devem resistir a essas variações. 





No entanto, a maioria dos materiais de embalagem (incluindo plásticos) são, até certo 
ponto, permeáveis à umidade e o tipo de fechamento empregado também podem permitir a 
entrada de água, por isso a suscetibilidade do produto à umidade e à sua higroscopicidade 
terá que ser considerada no processo de adequação de um recipiente e pode exigir uma 
embalagem que contenha um dessecante. 


Ainda, flutuações de temperatura podem levar à condensação da umidade sobre o pro- 
duto e a formação de uma camada de condensado, o que pode levar ao desenvolvimento de 
microrganismos deteriorantes já que o condensado é isento de conservantes. 


Ainda, se o produto é sensível à fotólise, materiais opacos são necessários. 


A embalagem deve também impedir a entrada de organismos, por exemplo, embalagens 
de produtos estéreis devem ser à prova de microrganismos. 


As embalagens não devem interagir com o produto ou absorver substâncias do produto 
ou ainda liberar substâncias químicas no produto. Plásticos contêm aditivos para melhorar o 
desempenho do polímero. PVC pode conter ftalato como plastificante, podendo contaminar 
líquidos. Conservantes antimicrobianos, tais como acetato de fenilmercúrio são sabidamente 
capazes de se difundirem em borrachas e plásticos durante o armazenamento, reduzindo 
assim a concentração efetiva e diminuindo a atividade antimicrobiana. 


Frente ao exposto, conclui-se que usando alguns testes simples, a qualidade dos compo- 
nentes e da embalagem pode ser monitorada. 


CONTROLE DE QUALIDADE 


Para assegurar a coerência, a proteção, a compatibilidade, segurança e desempenho dos 
componentes de embalagens, é necessário definir medidas de controle de qualidade que 
serão utilizados para garantir a consistência dos componentes das embalagens. Essas me- 
didas são destinadas a limitar as variações indesejadas nos processos de fabricação ou dos 
materiais de fabricação de um componente da embalagem e assim evitar efeitos negativos 
sobre a qualidade de uma forma farmacêutica. 


Para o controle de qualidade do material constituinte de uma embalagem são levadas em 
conta as características intrínsecas de cada tipo de material, do processo de fabricação dos 
mesmos e o grau de qualificação dos fornecedores. 


O material de embalagem não deve interagir física ou quimicamente com o produto aca- 
bado modificando-lhe a potência, a qualidade, ou a pureza, além dos limites especificados. 
Dessa forma, visando garantir a eficácia e segurança dos produtos farmacêuticos, são verifi- 
cadas as seguintes características: 


e Embalagem primária: 


— Barreiras: transmissão de vapor d'água, transmissão de oxigênio, transmissão de 
gases (CO, e outros), transmissão de luz; 


— Resistência química: inércia de reação, pH; 
— Sistema de fechamento: interferência entre componentes (dimensional), integridade 
da vedação (selagem etc.). 
e Embalagem secundária: 
— Informações corretas: textos atualizados; 
— Propriedades mecânicas: resistência mecânica, adesividade; 
— Sistema de fechamento: inviolabilidade. 








Os ensaios para fins de controle de qualidade podem variar de um fabricante para outro, 
no entanto são destinados a verificar a identidade do material em questão. Tais testes podem 
ser encontrados em farmacopeias, mas outros testes similares também podem ser realizados, 
bem como testes específicos, quando forem necessários, pois os testes apresentados nas 
farmacopeias são de caráter geral e devem ser interpretados apenas como normas mínimas 
para a realização do controle de qualidade. 


Como em todos os processos dentro de uma indústria farmacêutica, todas as especifi- 
cações dos testes devem estar escritas e devem incluir a natureza, extensão e frequência 
dos testes. 


Os testes variam de acordo com o tipo de produto e sua respectiva embalagem, o uso do 
produto, e a via de administração. Tais ensaios geralmente incluem: inspeção visual (limpeza, 
defeitos), testes de identificação, testes físicos, químicos e microbiológicos. A seguir serão 
apresentados, de forma resumida, os ensaios que devem ser feitos de acordo com o tipo de 
material da embalagem. Os detalhes dos procedimentos podem ser obtidos na Farmacopeia 
Brasileira, 52 edição. 


Testes de qualidade de embalagens farmacêuticas 
Vidro 


Resistência hidrolítica ou alcalinidade 


Esse ensaio é realizado para quantificar a intensidade da reação química entre a água e 
os elementos alcalinos existentes no vidro, especialmente sódio e potássio. Essa resistência 
determina a classificação do tipo de vidro. 


Ensaio em frasco de vidro moído 


A Farmacopeia Brasileira recomenda lavar, no mínimo, seis frascos, escolhidos aleatoria- 
mente com água deionizada. Após a secagem, o vidro deve ser triturado utilizando moinho de 
bolas ou almofariz e passado por peneiras (tamises) de diferentes malhas, até ser transferido 
para conjunto montado de peneiras nº 40 e 50 (abertura de malha 0,420 mm e 0,297 mm, 
respectivamente). Após a tamisação, o vidro moído que passou pela peneira nº 40 mas não 
passou pela peneira nº 50 deve ser recolhido e, em seguida, transferido para Erlenmeyer e la- 
vado com acetona para retirada de partículas finas aderentes. Após secagem do material por 
20 minutos a 140 ºC, o vidro moído deve ser transferido para outro Erlenmeyer previamente 
preparado com água deionizada em banho a 90 °C por, pelo menos, 24 horas ou a 121 °C por 
1 hora, e adicionar 50 mL de água deionizada. 


O Erlenmeyer deve ser então fechado e autoclavado por 30 minutos, resfriado imediata- 
mente em água corrente. Na sequência, deve-se lavar o vidro moído com água deionizada 
e proceder a titulação com ácido sulfúrico (0,01 mol/L), na presença de vermelho de metila, 
contra um branco de água deionizada. 

A Farmacopeia Brasileira 5º edição estabece as quantidades 1,0; 8,5 e 15 mL de H.SO, 
0,01 mol/L para 10 g de vidro moído, como limites para classificação de vidros do tipo |, tipo 
Ill e tipo não parenteral, respectivamente. 


Procedimento do ensaio em frasco de vidro inteiro 


Para o ensaio em frasco de vidro inteiro, recomendado para caracterização de frascos 
do tipo Il, a farmacopeia brasileira estabelece que frascos escolhidos de forma aleatória 
sejam lavados com água deionizada e secos. Em seguida, volume de água deionizada 





correspondente a 90% da capacidade total do frasco deve ser adicionado aos mesmos, que 
após fechados serão autoclavados por uma hora, tomando o cuidado de elevar a temperatura 
da autoclave em 1 “C/min. Após a autoclavagem e resfriamento dos frascos, que deve ser fei- 
to em banho maria após a temperatura da autoclave chegar a 95 °C, a solução de extração de 
cada um dos frascos deve ser transferida para Erlenmeyer limpo e seco e titulada com ácido 
clorídrico (0,01 mol/L) na presença de vermelho de metila contra branco de água destilada. 


É ainda estabelecido pela Farmacopeia os limites de alcalinidade máxima de acordo com o 
volume do frasco testado (p. ex., 0,80 e 0,40 mL de ácido clorídrico 0,01 mol/L para cada 100 
mL de solução extraída de frascos de 10 a 20 mL e 100 a 200 mL, respectivamente). Dados 
para outros tamanhos podem ser obtidos consultando a Farmacopeia Brasileira 52 edição. 


Capacidade volumétrica total 


O ensaio de capacidade volumétrica total determina o volume de produto líquido que o 
frasco pode conter, quando cheio. Para a realização desse ensaio, frascos escolhidos de 
forma aleatória, secos e vazios, devem ser colocados em uma balança analítica, que será 
tarada, e em seguida os frascos cheios com água bidestilada até a região do gargalo (su- 
perfície de vedação da terminação). Em seguida o frasco deve ser pesado para obtenção 
da massa de água contida em seu interior. A capacidade volumétrica total é então calculada 
pela divisão da massa da água pela sua densidade na temperatura do ensaio. Uma tabela 
com os valores de densidade da água destilada pela temperatura pode ser encontrada nas 
farmacopeias (p. ex., densidade da água de 0,99718 e 0,99491 g/mL para as temperaturas 
de 20 e 30 °C respectivamente). 


Análise de arsênio 


É importante ainda analisar a quantidade de arsênio presente nos frascos, devido a gran- 
de relevância toxicologica desse elemento. A Farmacopeia Brasileira indica três métodos 
para análise de arsênio em embalagens: espectrofotométrico, método de espectrometria de 
absorção atômica com geração de hidretos e método de espectrometria de emissão ótica 
com plasma indutivamente acoplado. No primeiro caso, no entanto, é necessário um aparelho 
gerador de arsina para análise posterior em espectrofotômetro a 535 e 540 nm. 


Nos métodos de análise por espectrometria de absorção atômica com geração de hidre- 
tos e espectrometria de emissão ótica com plasma indutivamente acoplado, após o preparo 
das amostras, estas devem ser analisadas de acordo com as especificações do fabricante e 
utilizando os comprimentos de onda de 193,7 nm com resolução do monocromador de (0,5 + 
0,1) nm para o primeiro e entre 188,979 a 189,042 nm para o segundo. 


Para uma descrição detalhada do processo, consultar a Farmacopeia Brasileira 5º edição. 
O limite para detecção de arsênio em frascos de vidro é de 1 ug/g. 


Plástico 


Os plásticos podem conter resíduos do processo de polimerização, além de plastificantes, 
estabilizadores, antioxidantes, pigmentos e lubrificantes que podem migrar da embalagem 
para o produto final e afetar a adequação de um plástico para um uso específico; assim, para 
avaliar a existência de migrantes de embalagem testes de extraíveis são necessários. 


Além desses, ainda são necessárias a realização de testes de identificação e a caracteri- 
zação dos diferentes tipos de plástico, bem como teste de biocompatibilidade, por exemplo, 
aqueles destinados à inalação, preparações parenterais e oftálmicas. Alguns desses testes 
são descritos abaixo. 








Recipientes de polietileno 


Polietilenos de alta e baixa densidade são polímeros de cadeia longa, sintetizados a partir 
de um total de 95% de olefinas, sendo pelo menos 85% de etileno. Tanto o polietileno de 
alta densidade quanto o de baixa densidade têm um espectro de absorção de infravermelho 
específico do polietileno e possuem propriedades térmicas características, que devem ser 
utilizadas na sua caracterização. No entanto, outras propriedades como a elasticidade, índice 
de fluidez, resistência à quebra sob tensão ambiental e grau de cristalinidade após a molda- 
gem podem afetar a adequação do polietileno da embalagem ao produto final. 


Recipientes de polipropileno 


O polipropileno tem um espectro no infravermelho distinto e propriedades térmicas carac- 
terísticas que são utilizadas para sua caracterização da mesma forma que para os outros tipos 
de plátsico. Outras propriedades que podem afetar a adequação de polipropileno utilizado 
em recipientes para embalagem de medicamentos incluem permeabilidade ao oxigênio e à 
umidade, módulo de elasticidade, índice de fluidez, resistência à quebra sob tensão ambien- 
tal e grau de cristalinidade após a moldagem. As normas e ensaios fornecidos caracterizam 
recipientes em polipropileno, produzidos a partir de homopolímeros ou copolímeros, que são 
adequados para acondicionamento de formas farmacêuticas orais secas sólidas e líquidas. 


Recipientes de poli(tereftalato de etileno) e poli(tereftalato de etileno glicol) 


Resinas de poli(tereftalato de etileno) (PET) são polímeros cristalinos de cadeia longa 
preparados pela condensação do etilenoglicol com dimetil tereftalato ou ácido tereftálico. 
As resinas de copolímero PET são preparadas de forma semelhante, exceto que também 
podem conter uma pequena quantidade de ácido isoftálico ou 1,4-ciclo-hexano-dimetanol; 
ainda, como estas têm propriedades físicas e espectrais semelhantes ao PET, são tratadas na 
prática como PET, e assim os ensaios e as especificações para caracterizar embalagens de 
PET podem também ser utilizadas para as embalagens de produzidas a partir do copolímero. 


Os recipientes PET apresentam um comportamento térmico característico dependente da 
composição, incluindo uma temperatura de transição vítrea de cerca de 76 °C e uma tempe- 
ratura de fusão de aproximadamente 250 °C. Como apresentam um espectro de absorção 
de infravermelho específico, podem ser diferenciados de outros materiais plásticos, como 
policarbonato; poliestireno; polietileno e resinas poli(tereftalato de etileno glicol) (PETG). 


As embalagens produzidas a partir de tereftalato de polietileno (PET) e tereftalato de po- 
lietileno glicol (PETG) são usados apenas para embalar formas farmacêuticas orais líquidas. 


Testes de caracterização 


Espectroscopia de infravermelho 


A caracterização de embalagens de plásticos, produzidas a partir das diferentes resinas, 
pode ser realizada pela espectroscopia de infravermelho, desde que o espectro corrigido da 
amostra apresente bandas de maior absorção apenas nos mesmos comprimentos de onda 
do espectro do padrão de referência. 


Calorimetria diferencial de varredura 


O termograma da amostra deve ser parecido com o do padrão de referência e a tempe- 
ratura endotérmica (derretimento) no termograma da amostra não deve ser maior que 6 °C 
dos padrões de referência para as amostras de polietileno; não mais que 6 “C dos padrões 





de referéncia para homopolimeros e 12 °C para amostras de copolimero de polipropileno; e 
por fim nao mais que 9 °C e 6 °C para amostras de tereftalato de polietileno e tereftalato de 
polietileno glicol, respectivamente. 


Análise de metais 


A Farmacopeia Brasileira estabelece apenas a análise de chumbo nos ensaios com emba- 
lagens plásticas. Para realizar as análises de metais em recipientes plásticos, utilize um pipete 
com 20 mL de água extraída dos recipientes testes, ajuste o pH do extrato entre 3,0 e 4,0 
com ácido acético ou hidróxido de amônio e dilua até cerca de 35 mL. Em paralelo, preparar 
tubo de comparação com solução padrão de chumbo (10 ppm Pb) e adicione 1,2 mL de 
tioacetamida SR e 2 mL de tampão acetato pH 3,5 em cada tubo, diluir com água até 50 mL 
de solução e homogeneizar. A cor em até 10 minutos não deve ser mais intensa que a cor 
do tubo contendo a solução padrão de chumbo, quando visualizadas sobre uma superfície 
branca (limite 1 ppm). 


Resíduo não volátil 


Para análise de resíduos não voláteis, amostras do extrato obtido da amostra (50 mL) 
e de um branco devem ser transferidas para cadinhos e evaporar a parte volátil em um 
banho a vapor. Evaporar de forma semelhante 50 mL do branco em outro cadinho, sendo 
utilizado como branco o mesmo solvente utilizado como meio de extração (água, álcool ou 
hexano). A diferença entre as quantidades obtidas da amostra e o branco não devem ser 
superiores a: 


1. Frascos de polietileno de alta densidade: 12,0 mg quando a água mantida a 70 °C é 
utilizada como meio de extração; 75,0 mg quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado 
como meio de extração; e 100,0 mg quando o hexano mantido a 50 °C é utilizado como 
meio de extração. 


2. Frascos de polietileno de baixa densidade: 12,0 mg quando a água mantida a 70 °C é 
utilizada; 75,0 mg quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado; e 350,0 mg quando o 
hexano mantido a 50 “C é utilizado como meio de extração. 


3. Frascos de polipropileno: 10,0 mg quando a água mantida a 70 °C é utilizada; 60,0 mg 
quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado; e 225,0 mg quando o hexano mantido a 
50 °C é utilizado como meio de extração. 


4. Frascos de poli(tereftalato de etileno): 15 mg entre a amostra e o branco. 


Capacidade tamponante 


O teste de capacidade tamponante deve ser realizado sempre que as embalagens forem 
utilizadas com recipiente para líquidos orais. Para a análise, titule alíquotas de 20 mL do 
extraído da amostra para um pH 7,0, utilizando ácido clorídrico 0,010 M ou hidróxido de sódio 
0,010 M, conforme necessário, e proceder da mesma forma com o branco. Caso utilize a 
mesma substância para titulação, a diferença entre os dois volumes não deve ser superior a 
10 mL; caso os titulantes sejam diferentes (o ácido para um e o álcali para o outro) o total dos 
dois volumes não pode também ser superior a 10 mL. 


Testes de desempenho — recipientes plásticos 


Os testes de desempenho compreendem testes de permeabilidade à umidade e à transmis- 
são de luz dos recipientes plásticos. Um recipiente destinado à proteção à luz ou apresentado 








como recipiente resistente a luz deve satisfazer a exigência de Teste de Transmissão da Luz, 
conforme descrito na Farmacopeia Brasileira, 52 edição. Para realização do ensaio, utilizar 
um espectrofotômetro de sensibilidade e precisão, adaptado para medir a quantidade de 
luz transmitida por materiais plásticos, ou de vidro translúcidos ou transparentes, utilizados 
como recipientes farmacêuticos, e avaliar a transmitância entre os comprimentos de onda de 
290 e 450 nm. 


A Farmacopeia Brasileira ainda fornece uma tabela de transmitância máxima permitida 
para frascos de diferentes volumes (por exemplo, para frascos de 10 mL, transmitância má- 
xima de 35 e 13% em frascos termoselados e selados hermeticamente, respectivamente), 
no entanto, a transmissão de luz máxima permitida para recipientes plásticos destinados a 
administração oral ou tópica é de 10% em qualquer comprimento de onda. 


Biocompatibilidade é capacidade das embalagens não liberarem produtos que tenham 
a capacidade de interagir com o organismo do usuário. Esses testes biológicos, junto com 
os testes químicos, nos possibilitam detectar e identificar a toxicidade inerente ou adquirida 
antes ou durante a fabricação e processamento das embalagens. Para tanto, uma série de 
efeitos biológicos devem ser avaliados, tais como: citotoxicidade, sensibilização, irritação ou 
reatividade intracutânea, toxicidade sistêmica aguda, toxicidade subcrônica, genotoxicidade, 
hemocompatibilidade, toxicidade crônica, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva ou de 
desenvolvimento e biodegradação. 


A Farmacopeia Brasileira apresenta poucos capítulos a respeito das análises toxicológicas 
envolvendo embalagens, tendo apenas um maior detalhamento sobre análises de substân- 
cias pirogênias, realizadas em coelhos. Nesse caso nenhum dos animais testados deve apre- 
sentar aumento individual da temperatura igual ou superior a 0,5 °C em relação às respectivas 
temperaturas dos animais controle para serem considerados em acordo com o ensaio. 


Ainda, no processo de análise de biocompatibilidade da embalagem, durante o seu con- 
trole de qualidade ou adequação da embalagem ao produto, testes de análise de endotoxinas 
bacterianas devem ser realizados. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Determinar a segurança de um recipiente é de fundamental importância para as indústrias, 
e não é menos importante do que garantir a qualidade do seu conteúdo. Devido a isso, as 
medidas de controle de qualidade de embalagens são usadas para garantir a consistência 
de seus componentes. Os principais pontos avaliados nesse controle de qualidade são suas 
características físicas e composição química. Um passo importante nesse tipo de avaliação 
é a caracterização dos materiais e dos produtos químicos que podem migrar ou serem extra- 
ídos do recipiente para o produto. 


As especificações detalhadas para realização dos ensaios de controle de qualidade em 
embalagens podem ser encontradas nas farmacopeias, mas vale ressaltar que os testes 
apresentados nas farmacopeias são de caráter geral e devem ser interpretados apenas como 
normas mínimas para a realização do controle de qualidade; assim outros testes com a mes- 
ma finalidade, bem como testes específicos, quando forem necessários, também podem ser 
realizados pelos fabricantes no intuito de garantir a qualidade do produto final. 


Não se pode esquecer que a avaliação sobre a informação impressa nos recipientes tam- 
bém faz parte do controle de qualidade das embalagens. 
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Estudo de caso 


1. A escolha da correta embalagem no processo final de produção e armazenamento de 
um medicamento é de extrema importância, visto que pode ser fator decisivo para sua 


eficiência. Desse modo, explique em detalhe quais características devem ser observadas 
e avaliadas nesse processo. 


Resposta: A escolha do material da embalagem de um produto farmacêutico deve garantir 
que a embalagem escolhida não interaja física ou quimicamente com o produto acabado 
modificando-lhe a potência, a qualidade ou a pureza, além dos limites especificados. 
Desse modo, visando garantir a eficácia e segurança dos produtos farmacêuticos, são 
verificadas características como Barreiras, Resistência química e Sistema de fechamento 
para embalagens primárias. 





Biologia Molecular 


Aplicada ao Controle de 
Qualidade Microbiológico 


Márcia Eliana da Silva Ferreira 


OBJETIVO DA APRENDIZAGEM 


Os produtos farmacêuticos e os cosméticos são produtos submetidos ao controle e 
fiscalização sanitária e que, por isso, devem ser planejados, produzidos, armazenados, 
transportados e dispensados de forma a garantir a segurança necessária para o seu uso 
ou consumo. A qualidade microbiológica destes produtos, fator fundamental para garantir 
sua segurança, estabilidade e potência, vem sendo comprovada, há tempos, pelos métodos 
microbiológicos convencionais (número mais provável, filtração em membrana, contagem em 
meio sólido, pesquisa de patógenos específicos). Embora estes métodos sejam sensíveis, de 
baixa complexicidade e de baixo custo, demandam um considerável tempo para a liberação 
dos resultados. 

Com o aumento da competição entre as indústrias farmacêuticas e a necessidade de 
redução dos custos, torna-se cada vez mais premente a introdução de métodos rápidos, 
igualmente eficientes e seguros, para comprovar a qualidade microbiológica dos produtos 
farmacêuticos e cosméticos. Como principal vantagem dos métodos microbiológicos rápidos, 
tem-se a redução do tempo total para a liberação do produto; entretanto, o investimento inicial 
de grande capital, a grande dificuldade em validar métodos mais complexos e o alto custo 
dos reagentes, torna lenta a implantação desses métodos. Devido aos avanços na área do 
genoma microbiano, a biologia molecular vem conquistando cada vez mais espaço na área 
médica, na indústria de alimentos e agora também na indústria farmacêutica. Dentre os méto- 
dos microbiológicos rápidos utilizados no controle de qualidade microbiológico de produtos 
farmacêuticos e cosméticos, os métodos baseados nos ácidos nucleicos ocupam lugar de 
destaque. Estes métodos são capazes de detectar microrganismos específicos com alto grau 
de sensibilidade e especificidade. 








Este capitulo visa revisar algumas metodologias baseadas nos acidos nucleicos aplicadas 
ao controle de qualidade microbiológico. Dentre essas metodologias, a reação em cadeia da 
polimerase (polymerase chain reaction - PCR), PCR em tempo real, microarrays, hibridização 
in situ (in situ hybridization — ISH) e sequenciamento do ácido ribonucleico ribossômico (rRNA) 
serão abordados. 


INTRODUÇÃO 


Na área farmacêutica, o controle microbiológico deve estar presente em todo o processo 
de produção, desde o controle ambiental e das matérias-primas, passando pelo processo pro- 
dutivo até o controle do produto acabado. As especificações microbiológicas para os produ- 
tos farmacêuticos são baseadas no uso do produto, rota de administração, processo de 
fabricação e na natureza química da matéria-prima e produto acabado. A farmacopeia dos 
Estados Unidos (USP — United States Pharmacopoeia) determina o limite maximo de bactérias, 
leveduras e fungos que as amostras farmacêuticas não estéreis podem ter. Além disso, ela 
exige a ausência de alguns microrganismos indicadores que podem representar risco para 
o paciente, caso estejam presentes nas amostras. São eles: Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Candida albicans e Clostridium spp. 
Existem relatos antigos de medicamentos contaminados causando diferentes tipos de infec- 
ções, como infecções urinárias causadas por espécies de Pseudomonas encontradas em 
fluidos de irrigação utilizados após cirurgias; infecções causadas por Salmonella encontrada 
em comprimidos para o tratamento da tireoide; infecções oculares induzidas por P aerugino- 
sa encontrada em pomadas oftalmológicas; infecções de pele causadas por Mycobacterium 
chelonae encontrada na violeta de genciana usada como antisséptico da pele durante as 
cirurgias; surto em unidade de terapia intensiva neonatal provavelmente causado por loção 
hidratante contaminada com P aeruginosa e sepse em bebês causada por desinfetantes 
contaminados com Klebsiella oxytoca. Portanto, falhas no controle dos medicamentos pode- 
rão acarretar grandes prejuízos não somente para a saúde do paciente como também para 
a indústria farmacêutica ou cosmética em questão. Por este motivo, o laboratório de controle 
de qualidade deve dispor de métodos analíticos qualitativos e quantitativos seguros e exatos 
para a identificação e quantificação dos possíveis contaminantes. 


Os métodos microbiológicos convencionais que, em geral, são métodos de cultura que 
usam meios seletivos e diferenciais para o isolamento e identificação dos microrganismos, 
são muito sensíveis e ainda muito utilizados na indústria farmacêutica. Nesses métodos, a 
identificação é baseada nas características morfológicas e fenotípicas do microrganismo no 
meio de cultura em questão e, na maioria das vezes, métodos bioquímicos, sorológicos ou 
moleculares são utilizados para confirmar a identificação do microrganismo isolado. Tudo isso 
faz com que estes métodos sejam muito trabalhosos e demorados, podendo demandar dias 
até semanas para se chegar à identificação do microrganismo. 


Atualmente, em virtude da busca pelo aumento da eficiência de produção e redução 
dos custos, as indústrias necessitam de métodos microbiológicos rápidos, específicos, 
confiáveis e sensíveis. A implantação dos métodos microbiológicos rápidos nas indústrias 
farmacêuticas contribui para redução significativa de custos, aumento da sensibilidade 
e otimização não somente dos recursos como também da produção, minimizando perdas 
e acelerando a liberação dos produtos. Além disso, a rápida detecção e identificação dos 
microrganismos contaminantes fornecem informações a respeito da fonte de contaminação, 
favorecendo, assim, a rápida implantação de ações corretivas. Entretanto, apesar das limi- 
tações existentes nos métodos microbiológicos clássicos (elevado tempo para liberação 
dos resultados e consequentemente do produto analisado) e também do grande número de 








métodos microbiológicos rápidos que vêm surgindo nos últimos 20 anos, a aceitação destes 
últimos ainda continua lenta. Dentre as explicações para este fato podemos citar a dificuldade 
de validação (envolvimento de equipamentos e metodologias complexas) e aprovação dos 
métodos microbiológicos rápidos, o alto custo dos equipamentos e reagentes, falta de pes- 
soal capacitado etc. Entretanto, o ponto de vista da regulamentação desses métodos está 
mudando e o uso de métodos alternativos para o controle da qualidade microbiológica, na 
área farmacêutica, tem sido abordado por compêndios oficiais na tentativa de facilitar a im- 
plementação dessas tecnologias pelas empresas farmacêuticas. A USP e a Farmacopeia 
Europeia (EP — European Pharmacopeia) reconhecem que o uso de métodos alternativos é 
aceitável, desde que seja equivalente ou melhor que o método de compêndio, e deve ser 
validado de forma apropriada. Orientações sobre a validação dos métodos microbiológicos 
rápidos na indústria farmacêutica constam em monografias oficiais e requerem informações 
detalhadas sobre todos os parâmetros de exatidão, precisão, robustez, especificidade, limite 
de quantificação, limite de detecção, faixa de linearidade e equivalência. 


A biologia molecular já ocupa lugar de destaque na área médica (diagnósticos clínicos), 
na indústria de alimentos e agora vem encontrando lugar também na indústria farmacêutica. 
Nas duas últimas décadas, os métodos baseados nos ácidos nucleicos vêm crescendo rapi- 
damente. Esses métodos são capazes de detectar, enumerar ou identificar microrganismos 
específicos com alto grau de sensibilidade e especificidade, sem a necessidade de cultivos 
complexos. Consequentemente, esses métodos permitem a detecção de microrganismos 
(cultiváveis ou não) dentro de poucas horas, ao invés de dias normalmente necessários para 
os métodos microbiológicos convencionais. Os métodos baseados nos ácidos nucleicos en- 
volvem a detecção de sequências de DNA ou RNA específicas dos patógenos-alvo; e isso 
é feito através da hibridização (a qual envolve o reconhecimento de uma sequência com- 
plementar entre um ácido nucleico primer e um ácido nucleico alvo), da extensão (usando 
primers), da ligação ou quebra, ou de uma combinação destes. Os resultados podem ser 
vistos em géis, filmes fotográficos, leitores de placas, scanners (microarrays), entre outros. 


Vários métodos utilizados para a identificação de espécies de microrganismos são ba- 
seados na análise do DNA. A molécula de DNA possui algumas vantagens que a torna uma 
ferramenta útil na identificação dos microrganismos. O DNA é uma molécula muito estável, 
podendo ser recuperada de materiais biológicos que foram submetidos a condições de es- 
tresse (esterilização, produtos alimentares processados, manchas de sangue) e pode ser 
encontrado em todos os tecidos ou fluidos com células nucleadas, o que permite sua análise 
em todos os organismos e substratos biológicos. O gene rRNA 16S tem sido amplamente 
utilizado como alvo na diferenciação entre espécies de microrganismos, pelo fato de ser um 
gene universalmente distribuído, possuir alto número de cópias e ser altamente conservado. 
A seguir, abordaremos algumas das metodologias baseadas nos ácidos nucleicos, utilizadas 
no controle de qualidade microbiológico. 


PCR 


A reação em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) é uma técnica 
de amplificação da biologia molecular. Os métodos de amplificação por PCR são capazes de 
detectar poucas dezenas de células e têm melhorado a eficiência dos procedimentos diag- 
nósticos laboratoriais por permitir a formação in vitro de um grande número de cópias do 
DNA, usando regiões específicas do genoma como molde. Esse método pode ser aplica- 
do para analisar microrganismos não cultiváveis, o que representa uma grande vantagem 
quando comparado aos métodos microbiológicos clássicos. Para este método, é preciso 
desenhar primers que somente irão originar um produto de amplificação na presença do 
DNA da espécie-alvo. O método baseia-se na ciclagem térmica, que consiste de repetidos 





ciclos de aquecimento e resfriamento da reação, permitindo o anelamento dos primers ao 
DNA e a replicação enzimática da sequência alvo. Os principais procedimentos para análise 
do microrganismo inclui lise da célula, extração de DNA, amplificação e análise do produto 
de PCR. Ainda assim, o tempo necessário para a análise do microrganismo é menor que os 
métodos de cultivo convencionais. Entretanto, alguns procedimentos são trabalhosos e as 
técnicas de PCR podem necessitar de passos adicionais para remover potenciais inibidores 
presentes nas amostras. 


Esse método pode ser utilizado para avaliar a qualidade de matérias-primas farmacéuti- 
cas e produtos terminados com baixo nível de contaminação microbiana (amostras contendo 
menos que 10 UFC/g ou mL de amostra); possui 100% de correlação com os métodos micro- 
biológicos clássicos e é mais rápido (27 horas ao invés de 6 a 8 dias). Bactérias patogênicas 
como E. coli, S. aureus e P aeruginosa estão presentes em níveis mais baixos que outras 
bactérias ambientais. Além disso, durante a fabricação dos produtos farmacêuticos, podem 
ocorrer processos que irão matar, debilitar ou diminuir o número de microrganismos. Existem, 
ainda, produtos terminados que contêm conservantes, o que também pode afetar a viabilida- 
de dos microrganismos. Deste modo, o enriquecimento da amostra constitui passo importante 
para a efetiva recuperação e identificação dessas bactérias nas amostras farmacêuticas. 


A detecção direta de patógenos em produtos farmacêuticos não estéreis é uma tarefa 
desafiadora, dificultada pela presença de substâncias frequentemente associadas ao meio 
de enriquecimento, aos reagentes utilizados no isolamento do DNA e à própria matriz, 
agravado pela presença de elevado número de microrganismos nativos. Por esse motivo, o 
preparo da amostra antes da PCR constitui-se, provavelmente, no fator limitante durante 


o desenvolvimento e padronização desse método. 


A PCR também pode ser utilizada para testar a esterilidade das amostras, por meio da uti- 
lização de primers que amplificam sequências conservadas de DNA ribossomal bacteriano, 
e também para detectar toxinas, através da amplificação de genes específicos que codificam 
toxinas. 


PCR multiplex é uma modificação da PCR que consiste no uso de múltiplos conjuntos 
de primers dentro de uma única mistura de PCR que irão produzir fragmentos de diferentes 
tamanhos, específicos de sequências de DNA diferentes. Essa técnica possui a vantagem 
de analisar vários genes de uma só vez, economizando tempo e reagentes. A técnica, que 
já havia sido desenvolvida e validada para análises de alimentos, ambiental e clínica, agora 
também foi utilizada para a detecção da presença de contaminação bacteriana em matérias- 
primas e produtos farmacêuticos ou cosméticos terminados, podendo também ser utilizada 
para a detecção de patógenos indicadores presentes em matérias-primas, água de alta pure- 
za para fins farmacêuticos, produtos farmacêuticos ou cosméticos terminados. A Figura 21.1 
mostra uma comparação entre os resultados obtidos por meio da metodologia convencional 
e PCR multiplex. 


Os padrões dos fragmentos de restrição do produto de PCR podem ser utilizados na dife- 
renciação das espécies. Eles são obtidos pela digestão dos produtos de PCR com enzimas 
de restrição e visualizados por meio de gel de agarose. Além do gel de agarose, a técnica 
MALDI-MS (matrix-assisted laser desorption/ionisation mass spectrometry) tem sido aplicada 
com sucesso na diferenciação de espécies a partir dos fragmentos de restrição do DNA. 


A técnica de PCR possui algumas limitações. Uma delas é que não permite a diferen- 
ciação entre células viáveis e não viáveis, podendo, assim, superestimar a quantidade de 
contaminantes em uma amostra quando comparados aos métodos clássicos. A Figura 21.2, 
que mostra a detecção de E. coli utilizando-se um método clássico (filtração em membrana) 
e a técnica de PCR em tempo real, exemplifica esse problema. 
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GEEN Porcentagem de amostras positivas para patógenos (Escherichia coli, Salmonella spp., 
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) detectados em matérias-primas e produtos 
acabados, empregando métodos clássicos e PCR multiplex. (Figura retirada do artigo Karanam e cols., 
2008, com permissão). 


Para sanar esse problema de detecção de células não viáveis, pode-se utilizar o RNA 
(mensageiro ou ribossômico) como alvo molecular, pois o RNA, apesar de estar mais abun- 
dante na célula, é mais lábil no meio ambiente que o DNA, sugerindo a viabilidade da célu- 
la em questão, caso seja detectado. A aplicação da técnica de PCR ao RNA requer a sua 
conversão a cDNA, por uma transcriptase reversa, antes da amplificação por PCR. RT-PCR 
(reverse transcriptase — PCR) tem sido utilizado para a detecção de vírus entéricos em águas 
ambientais e residuais. O propídeo monoazida, um corante que se liga ao DNA, também 
tem sido utilizado nas reações de PCR para diferenciar células viáveis das não viáveis. Este 
corante é incapaz de atravessar a membrana intacta do microrganismo, ligando-se apenas 
ao DNA extracelular ou de células cuja membrana esteja comprometida, impedindo, assim, a 
sua amplificação durante o PCR. 


PCR em tempo real 


O objetivo básico da metodologia PCR em tempo real é a detecção de determinada sequên- 
cia de DNA em uma amostra medindo-se o acúmulo de produtos amplificados durante o PCR, 
utilizando-se sondas fluorescentes. Esse método permite monitorar o progresso da amplificação 
do DNA em tempo real, possibilitando a quantificação de uma sequência específica de DNA 
na amostra. Além disso, outras vantagens deste método incluem alta sensibilidade, baixo risco 
de contaminação devido à baixa manipulação e método de genotipagem relativamente rápido. 
Entretanto, o alto custo dos reagentes e dos aparelhos ainda constitui uma desvantagem. 
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ETTMEFSFA Detecção de Escherichia coli empregando métodos clássicos (teste de filtração em 
membrana) (A) e PCR em tempo real (B). Os valores representam as médias + desvio padrão (n = 3). 
Amostras indicam água clorada (Cl 1,2 e 3) e água irradiada com ultravioleta (UV 1, 2 e 3) de 3 dias 
diferentes. (Figura retirada do artigo Lee e cols., 2008, com permissão). 


PCR em tempo real tem sido usada na detecção de vários parasitas incluindo Cryptos- 
poridium parvum, Giardia lamblia, Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, Bordetella 
pertussis, Leishmania, Trypanosoma brucei, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeru- 
ginosa e o vírus responsável pela hepatite C. Além disso, foram desenvolvidos PCRs em 
tempo real multiplex, capazes de detectar e quantificar vários patógenos simultaneamente. 
Kim e cols. (2012) desenvolveram um PCR em tempo real multiplex capaz de detectar os 
patógenos Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae e Vibrio vulnificus em frutos do mar. 





Hu e cols. (2014) conduziram um estudo, utilizando PCR em tempo real multiplex, visando 
detectar, simultaneamente, oito patógenos de alimentos. 


Essa técnica também é muito utilizada para validar resultados obtidos com experimentos 
por microarrays, demonstrando ou não a efetividade dos experimentos por microarrays em 
detectar microrganismos. Lee e cols. (2008) utilizaram PCR em tempo real para demonstrar a 
eficácia do microarray como um método semi-quantitativo no monitoramento e detecção de 
bactérias patogênicas em águas residuais. 


Sequenciamento de DNA 


A análise do sequenciamento de DNA é um dos métodos mais utilizados para a identifi- 
cação das espécies de microrganismos e deve ser feita consultando-se bancos de dados 
confiáveis. O ideal é que a região do DNA a ser analisada tenha uma sequência variável o 
suficiente para discriminar entre as diferentes espécies e que seja margeada por uma região 
altamente conservada, possibilitando o desenho de primers universais (que amplificam em 
um grande número de espécies). Uma grande vantagem em sequenciar os genes de RNA 
ribossomal é a presença de regiões conservadas (p. ex., fração 18S do RNA ribossomal em 
eucariotos e 16S em procariotos) adjacentes a segmentos altamente variáveis, o que permite 
verificar o relacionamento entre espécies distantes ou intimamente relacionadas filogenetica- 
mente. Atualmente novas tecnologias estão sendo otimizadas para a identificação de várias 
espécies, com redução dos custos. 


Hibridização de DNA 


A hibridização DNA-DNA é uma técnica da biologia molecular que determina o grau de 
semelhança genética entre sequências de DNA e é usada em vários métodos com possíveis 
aplicações na identificação de microrganismos. Geralmente, este método é conduzido sobre 
uma matriz sólida que pode ser membranas de nylon, nitrocelulose ou lâminas de vidro (mi- 
croarrays) e se dá entre o genoma completo ou sondas de DNA de origem conhecida fixados 
na matriz sólida e entre o DNA extraído da amostra-alvo, que pode ser marcado com molé- 
culas radioativas ou fluorescentes. Uma hibridização positiva indica a presença do material 
biológico das espécies usadas para construir a sonda. Essa técnica tem como vantagem a 
capacidade de detecção simultânea de várias espécies em uma mesma amostra por meio do 
uso de várias sondas. No caso das análises de microarrays é possível checar em uma amos- 
tra a presença ou não de milhares de microrganismos em uma única reação. Entretanto, essa 
técnica é demorada, necessita de DNA de boa qualidade, pois DNA degradado pode reduzir 
consideravelmente a eficiência do processo, e a comparação entre resultados de laboratórios 
diferentes é dificil, pois pequenas mudanças nas condições experimentais podem originar 
resultados diferentes. 


A hibridização fluorescente in situ (FISH — fluorescence in situ hybridization), técnica pre- 
cisa e bem conhecida baseada na hibridização do DNA, usa sondas marcadas com fluores- 
cência para detectar sequências específicas de ácidos nucleicos (geralmente genes rRNA 
16S ou rRNA 235) em células morfologicamente preservadas, permitindo a identificação de 
células microbianas individuais no seu microambiente natural ou tecido doente. Essa técnica 
é muito específica a nível celular e várias sondas foram desenvolvidas para a identificação de 
E. colie de microrganismos da família Enterobacteriaceae. Graczyk e cols. (2003) também 
utilizaram FISH para detectar Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia. Entretanto, pelo fato 
de geralmente utilizar rRNA como molécula-alvo, essa técnica possui algumas limitações 
quando utilizada para detecção de células em repouso ou em fase estacionária, as quais 
contêm menos rRNA quando comparadas às células em crescimento. 





Microarrays de DNA 


Essa técnica, que permite analisar um grande número de genes simultaneamente, é ba- 
sicamente uma técnica de hibridização de ácidos nucleicos em grande escala. Geralmente 
emprega lâminas de vidro ou membranas de nylon nas quais é imobilizado um grande número 
de fragmentos de DNA, dispostos em um padrão regular. O processo de construção das lâ- 
minas de microarrays é robotizado e requer uma estrutura complexa para a sua execução. 
Microarrays de DNA permitem a hibridização entre sondas de sequências conhecidas (imo- 
bilizadas no microarrays) e DNA extraído da amostra-alvo de origem desconhecida. Após a 
hibridização, o microarray é escaneado em um escâner especial e as imagens geradas são 
analisadas em softwares específicos responsáveis pela conversão da intensidade de fluores- 
cência para dados numéricos. A análise desses dados inclui outros softwares que filtram e 
tratam estatisticamente os dados. Apesar do uso da técnica de microarrays para detectar 
microrganismos, no ambiente ou em amostras clínicas, ser menor que o seu uso para avaliar 
a expressão diferencial, avanços significativos tem acontecido com este fim. Quando o micro- 
array é construído com sequências espécie-específicas, ele pode ser usado na identificação 
de microrganismos. A técnica de microarrays também pode ser utilizada para avaliar RNA 
mensageiro extraído da amostra-alvo, o que irá propiciar a análise somente das células viáveis 
que por ventura possam estar contaminando a amostra. Cobo e Concha (2007) utilizaram a 
técnica de microarrays para a identificação de contaminantes (bactérias, fungos, leveduras, 
vírus, micoplasmas e outros patógenos fastidiosos) em culturas de células-tronco. 


Uma das limitações da técnica de microarrays é que essa técnica não é tão sensível 
quanto à técnica de PCR e pode não ser adequada para a detecção de microrganismos 
pouco abundantes em amostras biologicamente complexas. Entretanto, essa técnica pode 
ter a sua sensibilidade aumentada quando associada a outras técnicas. A técnica de microar- 
rays acoplada ao PCR pode aumentar muito a sensibilidade da reação. Donhauser, Niessner 
e Seidel (2011) aumentaram a sensibilidade e rapidez do microarray no controle da água, 
associando-o ao PCR e à quimioluminescência, atingindo um limite de detecção próximo 
aquele observado no PCR em tempo real (cerca de 10 a 100 células/mL) em um tempo de 
3 horas e meia para a análise total. 
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Estudo de caso 


1. 


Com o avanço da ciência e tecnologia, novas doenças estão sendo descobertas e as 
indústrias farmacêuticas estão cada vez mais investindo em novos medicamentos. Como 
os medicamentos são submetidos ao controle e fiscalização sanitária, eles devem ser 
planejados, produzidos, armazenados, transportados e dispensados de forma a garantir 
a segurança necessária para o seu uso ou consumo, fazendo com que o controle micro- 
biológico seja de fundamental importância. Como as indústrias visam redução do tempo 
de fabricação e também dos custos, tornou-se necessária a introdução de métodos mais 
rápidos e igualmente eficientes e seguros para comprovar a qualidade microbiológica 
desses produtos. Quais as principais vantagens da utilização desses métodos microbioló- 
gicos rápidos no controle de qualidade”? 


Resposta: Dentre as principais vantagens da utilização dos métodos rápidos no controle 
de qualidade microbiológico estão a redução dos estoques de matérias-primas e produtos 
acabados e redução do tempo total para a liberação do produto, gerando redução dos 
custos, aumento da especificidade, sensibilidade e exatidão dos testes microbiológicos, a 
possibilidade de automatização dos testes e, em alguns casos, a possibilidade de monito- 
ramento em tempo real do ambiente ou do processo de produção. 


Uma indústria farmacêutica está produzindo um novo medicamento injetável. O controle 
de qualidade microbiológico deverá acompanhar todas as etapas de produção desse 
medicamento. Quando optar pelo método microbiológico rápido ou convencional para 
garantir a qualidade microbiológica de todo esse processo? 


Resposta: Os dois métodos possuem vantagens e desvantagens. Como as indústrias 
farmacêuticas visam a segurança do paciente e a redução dos custos, será necessário 
avaliar o balanço custo/benefício dessas duas metodologias. Geralmente os métodos con- 
vencionais, que utilizam técnicas de cultivo, não são dispendiosos, são de fácil execução 
e dispensam o uso de equipamentos especializados; porém, por dependerem de cultivo, 
são demorados e podem não detectar microrganismos não cultiváveis, o que acabará 
resultando em prejuízos. Por outro lado, existem as novas técnicas microbiológicas que 
geralmente são muito sensíveis e específicas, podendo reduzir consideravelmente o 
tempo de análise além de conseguir detectar microrganismos não cultiváveis. Entretanto, 
estas técnicas geralmente envolvem equipamentos e reagentes de alto custo e por serem 
mais complexas, exigem pessoal técnico devidamente treinado. Devido à complexidade 
das técnicas e dos equipamentos envolvidos, a validação dos métodos microbiológicos 
rápidos exige maior tempo e recursos elevados, cabendo à indústria farmacêutica optar 
ou não por um investimento inicial de grande capital. 


